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1. RESUMEN

Azospirillum brasilense en una de las especies mas estudiadas entre las rizobacterias promotoras del
crecimiento en plantas debido a que favorecen la sintesis de fitohormonas y la fijacién de nitrégeno. Su
atractivo se debe a la capacidad de estimular el crecimiento de plantas como maiz, trigo, arroz, sorgo,
avena y de pastos forrajeros. En la actualidad, su uso comercial como biofertilizante, comienza a
extenderse en diferentes paises como Israel, Argentina, Uruguay, Brasil y México; en los cuales pequefias
y medianas empresas, asi como agencias gubernamentales se encuentran involucradas en la produccidn
de cultivos de células viables entre 10710 UFC mL'l, conocidos como inoculantes. Por lo anterior, en el
presente trabajo se buscd maximizar la densidad celular mediante el uso de diferentes fuentes de
carbono en matraces, asi como la implementacion de diferentes velocidades de aireacion y perfiles de

alimentacion en columnas de burbujeo.

El trabajo se dividid en tres etapas. En la primera, se evalud el crecimiento en matraces de las cepas
industriales Start y Calf de A. brasilense (Biofabrica Siglo XXI), utilizando diferentes fuentes de carbono:
acido malico, acido succinico, glicerol y gluconato de sodio en medio mineral NFb. La mayor densidad
celular viable para ambas cepas se obtuvo en el medio NFb con gluconato de sodio a las 28h,

9.10x10° £0.15 UFC mL™ y 5.5 x 10° £ 2.19 UFC mL™ para las cepas Start y Calf respectivamente. Seguido
de acido malico donde se obtuvieron 1.08 x 10° + 0.31 UFC mL" para Starty 2.63 x 10° £ 0.52 UFC mL™
para Calf (con &cido succinico y glicerol se obtuvieron cuentas de 10® y 10’ UFC mL™. Luego de cuatro
meses de almacenamiento, la densidad celular de los cultivos realizados con gluconato de sodio decayd
en un orden de magnitud (10® UFC mL™) mientras que, la de acido malico se mantuvo en el orden de 10°
UFC mL™. Por tanto, el resto de los experimentos de este trabajo se realizaron con acido malico como

fuente de carbono.

En la segunda etapa, se realizaron cultivos en lote para cada una de las cepas en columnas de burbujeo,
a diferentes velocidades de aireacién (0.1, 0.5 y 1.0 vvm). Se observé un efecto negativo de mayores
flujos de aireacion sobre las densidades celulares de ambas cepas. En 0.1 vvm se obtuvieron las mayores
densidades celulares: 7.8 x 10"°+ 1.31 UFC mL™ para el caso de la cepa Calf y 2.86 x 10° + 0.47 UFC mL’
! para la cepa Start. Asi mismo, se observé el consumo de la forma D-malato mientras que en 0.5y 1.0

vvm, el consumo de éste isémero fue nulo.



Finalmente, en la tercera etapa se realizaron cultivos en columnas de burbujeo alimentados con perfiles
exponencial, escalonado y lineal con una mezcla 1:1 (al inicio de cultivo) de las cepas Start-Calf en
0.1vvm. En el cultivo control (sin alimentar) se obtuvieron 3.7 x 10*°+ 0.20 UFC mL* mientras que, con
el perfil alimentado escalonado, se obtuvo una cuenta ligeramente superior: 8.3 x10*°+ 0.05 UFC mL?,
con el perfil lineal: 8.52 x10™ +0.51 UFC mL"y dos ordenes de magnitud sobre el control fue obtenido
por el alimentado exponencial: 3.9 x 10" + 1.55 UFC mL™. La acumulacién de PHB de los cultivos
alimentados fue minima y la viabilidad de los cultivos disminuyd en promedio dos ordenes de magnitud
luego de 6 meses en anaquel. A través del desarrollo del presente trabajo, se establecid un proceso de
cultivo para A. brasilense en columnas de burbujeo, en el cual se utilizan ambos isémeros del sustrato
DL-acido malico tanto en lote como en sistema por lote alimentado en éste ultimo de se obtuvieron altas

densidades celulares (3.9 x 10" + 1.55 UFC mL™) de A. brasilense.
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2. INTRODUCCION

La inoculacién de plantas con bacterias benéficas se ha practicado desde hace cientos de afios; basada
en la experiencia de los agricultores que mezclaban tierra donde crecian las leguminosas, para cultivos
no-leguminosos con buenos resultados. El método se extendid y se recomendd como técnica de cultivo
por Estados Unidos, aun sin atribuirse los efectos a los microorganismos presentes [Smith, 1992; Bashan

etal., 2013].

En 1896 se registrd la primera patente de microorganismos para la inoculacidn en plantas (“Nitragin”),
basada en bacterias del género Rhizobium [Nobbe y Hiltner, 1896]. Este producto abrid la posibilidad a
otras bacterias rizosféricas de ser utilizadas como biofertilizantes (microorganismos vivos o latentes que
mejoran la fertilidad del suelo) por ejemplo: Azotobacter sp. y Bacillus megaterium en los afios 30s y 40s
del siglo XX y Azospirillum en la década de los 70s [D6bereiner y Day, 1976; Bashan, 1998; Bashan y
Holguin 1997; Bashan y de Bashan 2010; Glick, 2014] .

Azospirillum es uno de los géneros mas estudiado entre las rizobacterias promotoras del crecimiento en
plantas (PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria) [Perrig et al., 2007; Bashan y de Bashan, 2010].
La inoculacién con Azospirillum como biofertiizante en cereales y pastos forrejeros genera aumento en
el peso seco de planta y granos, aumento en la cantidad de nitrégeno, aumento de retoios; emergencia
de plantulas y florescencia temprana; incremento en el nimero de granos por espiga; plantas mas altas,
con mayor tamafio foliar y tasas de germinacidn superiores a las convencionales, ademas de incremento
de la masa radicular en longitud y volumen [Fibach-Paldi et al., 2012; Diaz-Zorita y Ferndndez-Canigia,

2009; Hartmann y Bashan, 2009; Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2005].

Ante la creciente demanda de alimentos, el uso de fertilizantes quimicos en los campos de cultivo se ha
incrementado. Sin embargo, se estima que cerca del 50% del nitrogeno contenido en los fertilizantes se
infiltra [Adesemoye y Kloepper, 2009; Tilman 1998], eutrofizando los mantos acuiferos y posteriormente
volatilizandose formando gases reactivos, desencadenando la llamada “cascada de nitrégeno” [Murray-
Tortarolo y Murray-Prisant, 2013]. El uso de biofertilizantes se propone como una solucién sustentable

a la alteracién del ciclo del nitrégeno [Rodriguez y Fraga, 1999; Ahemad y Kibret, 2014; Sivasakthivelan
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y Saranraj, 2013; Suyal et al., 2016], el cual ha superado tres veces el umbral de seguridad para el planeta

(Figura 2.1) siendo el segundo desequilibrio ambiental detectado [Rockstrom et al., 2009].

w0t
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Figura 2.1 Umbrales de seguridad ante los principales problemas ambientales (tomada de
Rockstrom et al., 2009). Se destacan la pérdida de biodiversidad , cambio climatico y los cambios en el ciclo

de nitrégeno como problemas que han rebasado el umbral seguro para la vida humana.

El objetivo de este trabajo fue establecer estrategias de cultivo donde se obtuvieran altas densidades

celulares de Azospirillum brasilense (mayores al orden de 10° UFC mL™") con larga vida de anaquel para
ser utilizado como biofertilizante.
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3. ANTECEDENTES

3.1 El género Azospirillum

Las bacterias del género Azospirillum se encuentran clasificadas dentro de la subclase a-Proteobacteria
por analisis de secuencia de 16S RNAr [Young, 1992]; son microorganismos diazétrofos de vida libre en
forma de bastén, con flagelos polares y peritricos, de metabolismo aerobio (aunque algunas cepas tienen
la capacidad de crecer en condiciones anaerobias) que colonizan por adhesion la superficie de las raices
[Baldani et al., 2005, Burdman et al., 2000] y cuya ocurrencia dentro de la poblacidn rizosférica varia del

1 al 10% [Fani et al., 1995].

Se han descrito 17 especies del género Azospirillum (Tabla 3.1), clasificadas de acuerdo a sus
caracteristicas genéticas, bioquimicas y moleculares: A. lipoferum, A. brasilense (1978), A. amazonense
(1983), A. halopraeferens (1987), A. irakense (1989), A. doebereinerae (2001), A. oryzae, A. zeae, A.
candense (2005), A melinis (2006), A. rugosum (2008) A. palatum, A. picis (2009) A. thiophilum (2010), A.

formosense, A. humicireducens y A. fermentarium (2013) [Reis et al., 2015; Rodrigues et al., 2015].

Los genomas de las especies de Azospirillum hasta ahora descritos muestran multiples replicones con
tamanos que varian de 4.8-9.7 Mpb (los de mayor tamafio tienen las caracteristicas de cromosomas
bacterianos completos; mientras que los mas pequefios, de pldsmidos), los cuales son considerados
como elementos potenciales de plasticidad genotipica, dado que pueden existir re-arreglos espontaneos
donde los replicones formen nuevos megaplasmidos [Caballero-Mellado et al., 1999; Martin-Didonet et

al., 2000; Wisniewski-Dye et al., 2011].

En los genomas del género Azospirillum secuenciados, existe un elevado porcentaje de genes (~50%)
involucrados en mecanismos de defensa, biogénesis de pared celular, transporte, metabolismo de
carbohidratos, aminodcidos, iones inorgdnicos y metabolitos secundarios, asi como una pérdida de
genes ancestrales propios del ambiente acudtico de las proteobacterias pertenecientes al clado
“hydrobacteria” que apoyan la hipotesis de transicion del ambiente acuatico al terrestre [Wisniewski-

Dye et al., 2011].
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Azospirillum fue aislado por primera vez de suelos asociados al cultivo de cereales como avena, maiz,

sorgo, mijo y arroz, asi como de pastos (Panicum mdximum, Cynodon dactylon); en medio “semi-sdélido
joy d tos (P Cynodon dactyl dio “ lido”

libre de nitrégeno (malato, 0.5% como fuente de carbono) que favorecia las condiciones microaerofilicas

y de fijacién de nitrégeno diatédmico atmosférico [Day y Débereiner 1976]. Los asilados de este género

incrementaban el contenido de nitrégeno en el medio llamado posteriormente “NFb” [Débereiner et al.,

1976]. En la actualidad, éste y otros medios se han utilizado para el aislamiento e identificacidn de nuevas

especies (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Lista de especies de Azospirillum aisladas utilizando diferentes medios de cultivo

Medio ‘ Azospirillum ‘ Fuente de carbono ‘ Condiciones ‘ Referencia
Semi-sélido
NFb A.lipoferum Malato pH 6.5-6.8+biotina Tarrand et al., 1978
A.brasilense
A.doebereinerae Eckert et al., 2001
A.melinis Peng et al., 2006
A.formosense Lin et al., 2012
A.irakense pH 7.0-8.5+0.3% NaCl Khammas et al., 1989
SM A.halopraeferens pH 8.5+1.5% NaCl. | Reinhold et al., 1987
Incubacién a 41°C
LGI A.amazonense Sacarosa pH 6.0-6.2 Baldani 1986
A.melinis Peng et al., 2006
FAM A.amazonense pH 6.0+NaCl. 100 mg L* Magalhaes et al., 1983
M A.oryzae Malato pH 6.8 + extracto de | Xiey Yokota, 2005
levaduray NaCl 100 mg c/u
NFG A.oryzae Glucosa pH 7.3+CaCO35¢g
M A.zeae Malato pH 7.2-7.4 (sin biotina)
A canadense
NFb o LGI A.melinis Dependiendo del medio Peng et al., 2006
MPSS A.thiophilum Succinato de sodio pH 7.5-FeS Lavrinenko et al., 2010
Sélido
NB/TSA/BHI A.rugosum Medio rico Agar nutritivo Young et al., 2008
Agar soya-triptona
Agar infusion cerebro-
corazon
TYB A.palatum Extracto de levadura- | Zhou et al., 2009
carne-triptona
TSA A.picis Agar soya-triptona Lin et al., 2009
NB A.humicireducens Agar nutritivo,pH 7.2 Zhou et al., 2013
TSA A.fermentarium Agar soya-triptona Lin et al., 2013

Tomada y modificada de Reis et al., 2015
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3.2 Efecto de Azospirillum en plantas

El género Azospirillum pertenece a las rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPR por sus
siglas en inglés), capaces de afectar el rendimiento de numerosas plantas de importancia ecolégica y
agrondmica a través de diferentes mecanismos como: 1) fijacion de nitrégeno atmosférico, 2)
produccién de diversas fitohormonas (auxinas (AIA), giberelinas, citocininas), éstas ultimas inducen
cambios morfolégicos y fisioldgicos en las raices, mejorando asi, la absorcion de agua y nutrientes, y 3)
control biolégico (Figura 3.1) [Bashan et al., 2004; Bashan y de-Bashan, 2010; Dobbelaere et al., 2001;
Fibach-Paldi et al., 2012].

Azospirilllum fue aislado por primera vez de cereales, por lo que fue utilizado para la inoculacion en
primera instancia de plantas como avena, trigo, maiz y sorgo. Sin embargo las cepas de Azospirillum no
muestran preferencia por plantas anuales o perenes, cultivos o malezas y puede ser aplicado a plantas
sin antecedentes de Azospirillum (es decir, en aquellas plantas que no tienen una relacion con la bacteria
reportada), en diferentes tipos de suelo (arido, semi-arido, de montaina) [Dobereiner et al., 1976; Bashan
et al.,, 1995; Martinez-Morales et al., 2003; Viviene et al., 2004; Joe et al., 2012; Sivasakthivelan y
Saranraj, 2013]; por lo que se le considera una bacteria planta-inespecifica y un colonizador generalista

de raices [Fages, 1992; Barassi et al., 2007, Mehraz, 2015].

Otras caracteristicas que posicionan a Azospirillum como una PGPR muy prometedora son: su alta
competitividad en la rizésfera para colonizar de manera eficiente, la compatibilidad con otras
rizobacterias, tener un amplio espectro de accidn (Figura 3.1), es de facil multiplicacién y segura para el
ambiente. Por ello, es que ha sido utilizada como inoculante de eleccién a nivel comercial, séla o con
otras PGPR asi como micorrizas arbusculares vesiculares [Miché et al., 2000; 2002; Yasuda et al., 2009;

Bashan et al., 2004; Fibach-Paldi, 2012; Reddy, 2013, Perez- Montano et al., 2014; Mehnaz, 2015].

En el presente trabajo nos enfocaremos a trabajar con dos cepas de A. brasilense, una de las especies
mas estudiadas de este género, al ser de las primeras en ser aisladas y descritas por Tarrand en 1978
[Tarrand et al., 1978]. Las cepas Start y Calf de A. brasilense fueron aisaldas en México y decritas por el

Dr. Jesus Caballero-Mellado (CCG-UNAM).
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Figura 3.1 Mecanismos por los cuales Azospirillum puede mejorar el crecimiento en plantas

(tomada y modificada de Bashan y de-Bashan, 2010).

Los circulos representan procesos demostrados experimentalmente y los cuadrados teorias. El tamafio del
circulo representa la importancia relativa de acuerdo a los datos actuales. Las flechas sélidas: mecanismos
que promueven directamente el crecimiento en planta. Las flechas punteadas: mecanismos que explican
parcialmente el efecto promotor. Las flechas sencillas: interacciones probadas entre diferentes
mecanismos. Las flechas en doble linea: produccion directa de moléculas o procesos por las células

bacterianas. El signo de interrogacién (?): vias parcialmente probadas o no probadas al momento.

Produccidon y degradacion de Poli-3-hidroxibutirato (PHB)

El poli-D(-)3-hidroxibutirato (PHB), es un polimero que se almacena como material de reserva en forma

de cuerpos de inclusion (Figura 3.2) en algunas bacterias bajo condiciones de limitacién de O,, N, PO*,

6 S0%,, pero siempre en exceso de alguna fuente de carbono [Manna et al., 1997]. La produccién de PHB
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en A. brasilense fue reportada por primera vez en 1976, en la cepa Sp7 crecida con N, donde se obtuvo
hasta el 30% del peso seco; mientras que, con NH"4, el PHB representaba menos del 1% del peso seco
[Okon et al., 1976] y hasta el 12% en condiciones microaerobias [Nur et al., 1982]. Sin embargo, la
maxima concentracion (75% del peso seco) se obtuvo en el medio bajo condiciones de fijacion de

nitrégeno (en ausencia de NH4Cl) en la cepa de A. brasilense Cd [Tal y Okon, 1985].

Figura 3.2 Granulos de PHB en Azopirillum brasilense SP7 crecidas en un relacion alta (4:25) de

C:N. La flecha sefiala a los granulos de PHB vistos en microscopio electrénico de transmisidén (tomada de

Kadouri et al. 2002).

La via de sintesis de PHB en A. brasilense parece ser la misma que se describié para Ralstonia eutropha
[Kadouri et al., 2002]. Esta via (Figura 3.3) comienza con la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA,
catalizada por la B-cetotiolasa (codificada por phbA), una reductasa de acetoacil-CoA dependiente de
NADPH (codificada por phbB) cataliza la conversion de acetoacil-CoA (en una reaccién reversible) a B-
hidroxibutiril-CoA, que es polimerizado por la PHB sintasa (codificada por phbC). A diferencia de otros
procariontes productores de PHB, A. brasilense no produce co-polimeros de hidroxialcanoatos,

Unicamente homopolimeros [ltzingsohn et al., 1995].

El PHB es degradado por la depolimerasa intracelular: phaz, se hidroliza en oligdmeros 3HB, los cuales
son oxidados por la 3HB deshidrogenasa (BDH). El acetoacetato resultante es convertido a acetoacetil-
coenzima A por la acetoacetil-CoA sintetasa o la enzima succinil CoA transferasa. Cada molécula de
acetoacetil-CoA es transformada para dar lugar a dos moléculas de acetil-CoA mediante la accion de la

enzima B-cetotiolasa. Las moléculas de acetil-CoA son metabolizadas via el Ciclo de los Acidos
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Tricarboxilicos (TCA) o por la via del glioxilato, asi como para sintesis de algunos aminodacidos (ver Figura

3.3 )[McCool y Cannon, 1999; Shiraki et al., 2006].

<4——  Acetil-CoA 4————\——- Piruvato

CoASH

Succinil-CoA Acetoacetil-CoA
transferasa
Acetoacetil-CoA

Acetoacetil-CoA reductasa

sintetasa
NADPH + H*

Acetoacetato +
RADF R-3-Hidroxibutiril-CoA

NADH + H*
PHB sintasa

Poli-R-3-hidroxibutirato

PHB depolimerasa (PHB)
PHB depolimerasa

R-3-Hydroxibutirato
(3HB) Oligomero R-3-Hidroxibutirato

A Y

3HB- oligomero hidrolasa

NAD*

3HB-deshidrogenas:
(BDH)

Figura 3.3 Ruta metabdlica de PHB en bacterias acumuladoras de PHB (tomada y modificada de

Shiraki et al., 2006).

La produccion y degradacion de PHB en A. brasilense es relevante para mejorar la vida de anaquel, la
eficiencia y confiabilidad en los indculos comerciales por las siguientes razones:
a) Vida de anaquel: Las bacterias que contienen altos niveles de PHB sobreviven y proliferan en

mayor medida que aquellas con bajos niveles de PHB [Kadouri et al., 2002; Tal y Okon, 1985].

En un estudio donde se mutd el gen phbC, el cual es responsable del Ultimo paso en la
biosintesis del PHB, se observé un decremento en la habilidad de sobrevivencia de A.

brasilense [Kadouri et al., 2002].

Mutantes en la enzima PHA depolimerasa no son capaces de tolerar, sobrevivir a diferentes
condiciones de estrés como: la radiacion UV, calor, choque osmético, desecacién y estrés

oxidativo [Kadouri et al., 2003 y 2005].
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b) Eficiencia y confiabilidad: La acumulacion de polihidroxialcanoatos en A. brasilense ha
mostrado estar relacionada con los procesos de quimiotaxis, motilidad y multiplicacion
celular, caracteristicas importantes para la adhesidn y colonizacion de estas bacterias a las

raices de plantas inoculadas [Kadouri et al., 2005].

Las plantas de maiz y trigo muestran aumento en el rendimiento (20-70%) de manera
consistente con indculos ricos en polihidroxialcanoatos [Helman et al., 2011; Kadouri et al.,

2005; Dobbelaere et al., 2001].

3.4  Agregacion celular

La agregacion celular puede ser definida como el conjunto de células que se asocian para tener una
conformacidn estable, lo cual ocurre bajo ciertas condiciones fisioldgicas. Existen palabras sindnimas en
la literatura como aglomeracidn, aglutinacién, agrupamiento, coagulacion, cohesién y floculacion. En
general, la agregacion celular involucra polimeros naturales en complejos de polisacaridos vy
poliaminodcidos que son secretados o expuestos a la superficie celular [Burdman et al., 2000; Vanbleu

et al., 2004].

Azospirillum puede formar quistes con tiempos de vida largos cuando existe limitacidon de algun(os)
nutriente(s) de manera persistente y pueden retomar la forma vegetativa cuando las condiciones
favorables regresan [Castellanos et al., 2000]. En bacterias rizosféricas como Azotobacter vinelandii, la

formacidn de quistes se encuentra asociada a la acumulacidn de PHB [Segura et al., 2003].

Se han observado exopolisacdridos (EPS) y polisacaridos capsulares (CPS), los cuales revelan la presencia
de glucosa, galactosa, ramnosa, fucosa, xilosa, arabinosa, acido galacturonico, glucosamina,
galactosamina y lectinas en los fléculos de A. brasilense [Alenkina et al., 2014; Burdman et al., 2000].
Mutantes de A. brasilense que carecen de estos polisacaridos pierden la habilidad de anclarse a las raices
asi como de agregarse (Figura 3.4) [Martinez-Morales et al. 2014; Dutta y Podile, 2010; Sadasivan y
Neyra, 1987; Michiels et al., 1991].
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Figura 3.4 Proceso de adhesién de Azospirillum a las raices de las plantas (tomada y modificada
de Guerreo-Molina et al., 2012). Azospirillum muestra quimiotaxis a diferentes exudados de las raices
tales como aminodacidos, acidos organicos, azlcares y compuestos aromaticos, lo cual es el primer paso

en la colonizacién en donde los poliscaridos capsulares toman un papel relevante en la adhesién.

La floculacidn en A. brasilense puede ser inducida por fuentes de carbono presentes en el medio tales
como fructosa, gluconato, PHB y dcido madlico. El proceso de agregacién generalmente se acompana de
la produccion de una capsula, enquistamiento, acumulacion de PHB, pérdida de la motilidad y
frecuentemente se ha asociado a pigmentos del tipo melanico (Figura 3.5) [Sadasivan y Neyra, 1987;

Burdman et al., 1998].

La relacién C:N en el medio estd relacionada con la capacidad de agregacion; si la bacteria es cultivada
en un medio alto en la relacién C: N (p ej: 37 mM de fructosa y 4 mM NH,Cl) se acumula PHB durante la
floculacidn a diferencia de un medio bajo en la relaciéon C:N (37 mM de fructosa y 18 mM NH,4Cl) donde
no se observan agregados celulares. Sin embargo, ésta relacién C:N, no afecta la capacidad de
crecimiento, al menos eso demuestra un estudio realizado en cuatro cepas de A. brasilense con diferente

capacidad de agregacion pero no en crecimiento [Burdman et al., 1998; Sun et al., 2000].
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Figura 3.5 Ultraestructuras de los quistes de A. brasilense en microscopio electrénico de
transmisién. (A) Célula vegetativa, (B) Quiste con granulos de PHB y capsula de polisacaridos, (C) Quiste
con granulos pigmentados tipo melanina y (D) Aumento dptico de quiste maduro que muestra el cuerpo

central (cb), capa interna (in) y cdpsula externa (oc) (tomada de Sadasivan y Neyra 1987).

A pesar de que en los ultimos afos se han acumulado evidencias que indican que los EPS estan
relacionados con el anclaje a las raices y la agregacién [Martinez-Morales et al. 2014; Dutta y Podile,
2010], estos fendmenos siguen sin ser explicados, ya que se relacionan con la complejidad de la
superficie celular y sus interacciones, asi como con los procesos de adhesién que generan las diferentes

cepas, las condiciones de cultivo, la edad del cultivo, entre otros.

3.5 Crecimiento de A. brasilense

“Azospirillum brasilense muestra una variabilidad morfolégica y de metabolismo dependiendo del medio
de cultivo y las condiciones de crecimiento, por lo que la seleccion de ambas es importante”....
“...Probablemente no existe una Unica manera de crecer a todas las cepas de A. brasilense” [Albrecht y

Okon, 1980].
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Fuentes de carbono

A. brasilense, a diferencia de A. lipoferum, carece del shunt de hexosas monofosfato (especificamente
de fosfogluconato deshidrogenasa) y de enzimas principales como glucocinasa y glucosa
deshidrogenasa, lo cual explica porque no puede utilizar glucosa, manosa, sorbosa y sacarosa (Figura

3.6) como unicas fuentes de carbono o lo hace de manera deficiente [Westby et al., 1983].

A pesar de que A. brasilense carece de las enzimas catabdlicas (p ej: 6-fosfofructocinasa) de la via
Embden-Meyerhof-Parnas, mantiene todas las enzimas anfibdlicas triosa-fosfato que explican el buen
crecimiento presentado con acidos orgdnicos como malato, succinato, lactato y piruvato [Westby et al.,

1983; Martinez-Drets et al., 1984; del Gallo y Fendrik 1994].

Las enzimas lactato y malato deshidrogenasa son esencialmente importantes para el crecimiento de A.
brasilense, debido a los niveles presentados durante el cultivo e inducidas independientemente de las
fuentes de carbono presentes, lo cual se traduce en menores tiempos de generacién cuando se utiliza
DL-acido malico (3.0 h) 6 DL-lacido lactico (2.9 h) como fuente de carbono en comparacion a otros acidos
(p ej: D-gluconato (5.2 h)). Esta afinidad puede ser explicada en el caso del acido malico debido a que es
el principal acido encontrado en los exudados de las raices de diversas especies de plantas, seguido de

los acidos succinico, fumarico, citrico y oxalico [Del Gallo y Fendrik, 1994].

Por lo anterior, el medio mineral NFb “libre de nitrogeno” con malato de sodio o succinato de sodio
como fuente de carbono, ha sido el mas utilizado para los cultivos de Azospirillum [Bashan et al., 2004;
Westby et al., 1983]. En cinéticas de crecimiento donde se ha realizado el seguimiento del consumo de
DL-malato, se ha reportado que sélo la forma L-malato es consumida por Azospirillum y en algunos casos

se opta por realizar los cultivos Unicamente con este isémero [Fallik y Okon, 1996; Okon, 2005].

La asimilacidon de gluconato en A.brasilense se realiza principalmente por la via Entner Doudoroff al igual
gue otras bacterias en la rizosfera como Pseudomonas y Rhizobium [Heath y Gaudy, 1978; Keele et al.,
1970]. El acetato puede dar crecimiento moderado, pero con citrato, a-cetoglutarato, oxalactetato,

fumarato e isocitrato el crecimiento es deficiente [Martinez-Drets et al., 1984].
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Figura 3.6 Metabolismo de carbono de A. brasilense

Las enzimas se encuentran numeradas de la siguiente manera: 1, glucocinasa; 2, gluconate 2-
deshidrogenasa; 3, fosfogluconato deshidratasa; 4, fosfo-2-ceto-3-desoxiglucoanto aldolasa; 5,
fosfogluconato deshidrogenasa; 6, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 7, gliceraldehido-fosfato
deshidrogenasa; 8, gliceraldehido-fosfato deshidrogenasa (NADP®); 9, fosfoglicerato cinasa; 10,
fosfoglicerato mutasa; 11, enolasa; 12, piruvato cinasa; 13, fructosa-bifosfato aldolasa; 14, fructosa
bifosfatasa; 15, 6-fosfofructocinasa; 16, glucosa-fosfato isomerasa; 17, glucocinasa; 18, glucosa
deshidrogenasa; 19, glicerolcinasa; 20, lactato deshidrogenasa; 21, malato deshidrogenasa. Las flechas
punteadas corresponden a reacciones faltantes en esta bacteria o que son detectadas en niveles muy

bajos en extractos (tomada y modificada de Westby et al., 1983).

Durante un estudio previo realizado en el laboratorio con las cepas de A. brasilense: Start y Calf se

observé mayor densidad dptica en medio NFb mod (NH4Cl como fuente de nitrégeno) con DL-malato

como fuente de carbono llegando a 2.337 y 2.016 DOgoonm respectivamente, en cambio con glucosa,

fructosa y sacarosa se alcanzaron 0.49, 0.56 y 0.288 DOggonm para Start y 0.258, 1.294 y 0.159 para Calf

[Acevedo, E. datos no publicados].
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Nitrégeno

Azospirillum utiliza una gran variedad de fuentes de nitrédgeno las cuales incluyen N,, NOs', extracto de
levadura, peptona, casaminoacidos y NH4Cl. Cuando se utiliza amonio en medio liquido como Unica
fuente de nitrégeno se puede obtener un tiempo de generacién de aproximadamente 1 h, pero con una
pobre acumulacién de PHB (menos del 1% de peso seco) [Albretch y Okon, 1980; Fallik y Okon, 1996]. Si
se utiliza N, como Unica fuente, se necesita mantener entre 0.1226-0.3271 mmolO,/L [ Albretch y Okon,
1980] , debido a la sensibilidad del complejo nitrogenasa al oxigeno [Kamnev et al., 2008]. Sin embargo,
si se agrega otra fuente de nitrédgeno al medio, es posible mantener el crecimiento en condiciones
aerobias. La adicion de pequefias cantidades de extracto de levadura (0.005% (p/v)) pueden acortar la
fase lag sin afectar la tasa de crecimiento, ni reprimir el complejo de nitrogenasa, lo cual puede ocurrir
si se agregan cantidades considerables de otra fuente de nitrégeno (p. ej, 0.25% (p/v) de NH4CI) [Albrecht
y Okon, 1980].

Cuando Azospirillum crece en presencia de N, produce altos niveles de poli-B-hidroxibutarato (PHB),
hasta 70% del peso seco, el cual le ayuda a resistir a la desecacion, estrés causado por la radiacién UV,
presién y choque osmético (se propone que puede existir una cascada de sefializacion parecida a la que
ocurre en Pseudomonas) [Ruiz et al., 2001], al incrementarse los niveles de ppGpp (guanosina
tetrafosfato) que inducen la expresién del gen rpoS, factor transcripcional involucrado en la activacion
de genes relacionados con la proteccién a agentes nocivos como etanol, agua oxigenada, altas
temperaturas y concentraciones de sal) asi como reserva de carbono [Tal y Okon, 1985; Kadouri et al.,

2003].

El crecimiento de Azospirillum dependiente de N, es pobre o inexistente bajo condiciones de limitacién
(<0.1226 mmol0O,/L) o exceso en la concentracidn de oxigeno disuelto. En estas condiciones la velocidad
de crecimiento decae (pasa de 1-2 hr hasta 5-6 hr de replicacién) y el almacenamiento de carbono en

forma de PHB incrementa [Albrecht y Okon, 1980].

La demanda energética que implica el proceso de fijacidon de N; explica por qué Azospirillum crece de
manera mas lenta si el medio carece de una fuente de nitrégeno a diferencia de un medio

nutricionalmente rico [Bashan et al., 2004].
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Oxigeno y Agitacion

A. brasilense es una bacteria microaerofilica y aerotactica que se sitla en zonas de baja concentracion
de oxigeno dentro del gradiente rizosférico. El rango éptimo de oxigeno que favorece su crecimiento es
de 3-5 uM, lo cual corresponde de 1.2% a 2% TOD (tensidn de oxigeno disuelto) [Kamnev et al., 2008;
Zhulin et al., 1996]. Dentro de una suspension con gradiente espacial de oxigeno formado por una
burbuja de aire, la bacteria migra formando una banda, la cual es considerada como resultado de la
accion dual del oxigeno como atrayente y repelente [Grishanin et al., 1991]. Se ha sugerido que el
reconocimiento de oxigeno en aerotaxis puede ocurrir por via del estado redox de citocromo o, una de

las oxidasas terminales [Shioi et al., 1987].

La produccion de acido indol acético (AIA) asi como la fijacidén de nitrégeno, son dos aspectos relevantes
en la funcionalidad de Azospirillum como biofertilizante. Sin embargo, son afectadas por la cantidad de
oxigeno presente en el ambiente. La via de sintesis de AIA se ve fuertemente disminuida cuando
Azospirillum es cultivada en condiciones aerobias (30% TOD), aunado a un mayor tiempo de cultivo (sin
afectarse significativamente la cantidad de biomasa), a diferencia de una condicién microaerofilica (3%
TOD), donde la expresidon del gen ipdC (indol-3-piruvato descarboxilasa), enzima esencial en la

produccién de esta fitohormona, se ve favorecida [Ona et al., 2005; Okon et al., 1991].

La velocidad de crecimiento también se ve limitada por la habilidad de fijar nitrégeno; lo cual esta
fuertemente influenciado por la cantidad de oxigeno en el ambiente [Zhulin et al., 1996]. A diferencia de
otros microorganismos que han adquirido durante la evolucién mecanismos que les permiten proteger
la actividad nitrogenasa en presencia de oxigeno, en Azospirillum esta enzima es inhibida

irreversiblemente, bloqueando asi la fijacidn de nitrégeno [Kamnev et al., 2008].

El exceso de oxigeno en el cultivo de A. brasilense es considerado como un factor estresante [Fages,
1992; Kamnev et al., 2008]. Sin embargo, A. lipoferum puede tolerar y crecer de manera aerobia cuando
se suplementa el medio con NH,Cl [Albretch y Okon, 1980], no asi en las especies de A. brasilense , donde
el efecto de aumentar la cantidad de oxigeno disuelto reduce hasta en 30% el crecimiento cuando pasa

de 0.489-0.684 mmol O, L' (medio NFb)[Didonet y Magalhaes, 1997].
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La agitacion ha sido un parametro utilizado para desagregar los fléculos formados durante el crecimiento
en A. brasilense, Bashan y colaboradores mostraron que si se aumenta la agitacién de 40rpm a 180 rpm
es posible incrementar el crecimiento de A.brasilense Cd (de 2 x 10" a4 x 10° UFC gl), con la consecuencia
de células menos adherentes (29.2 a 9.8%) [Bashan et al. 1991]. En A. lipoferum se desarrollaron cultivos
en lote de 2L a 32°C, con una turbina tipo Rushton variando la agitacién inicial de los cultivos desde 200
hasta 800 rpm pasando por 350, 400 y 500 rpm, en donde confirmaron el efecto nocivo (limitacién de
crecimiento y prolongada fase lag) de altos niveles de oxigeno disuelto (arriba de 80% de saturacién) y
la influencia favorable de concentraciones bajas de saturacién (por debajo del 30% de saturacion),
concluyendo que la concentracién de oxigeno disuelto necesita ser considerado como un pardmetro
operativo y debe ser controlado para asegurar el crecimiento dptimo de las células de Azospirillum [Paul

etal., 1990].

pH y temperatura

Azospirillum crece a pH cercanos a la neutralidad (6.8-7.8). Los cultivos que generalmente comienzan a
pH 7.0 alcanzan un pH de 7.8 una vez que crecen; sobre este valor el crecimiento y la fijacion de N;
decaen. Existe muy poco crecimiento por debajo de 5.5 o por encima de 8.7. Cuando se administran
acidos organicos, el pH incrementa rdpidamente, lo cual se puede solucionar agregando 10 mg mL™ de
sales de fosfato como amortiguador, a concentraciones mas altas este compuesto resulta inhibitorio

[Albrecht y Okon, 1980].

La temperatura Optima de crecimiento observada para Azospirillum se encuentra entre 32 y 35°C,
aunqgue crece en un intervalo de 4-40°C [Albrecht y Okon, 1980]. Para la actividad de la enzima
nitrogenasa, la temperatura 6ptima de funcionamiento se encuentra entre 33°C y 40°C, temperaturas
por encima de los 40°C o por debajo de 33°C, comienzan a tener efectos negativos en la actividad y en

45°C 6 10°C resultan temperaturas donde ya no existe actividad de ésta enzima [Albrecht y Okon, 1980].
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3.6  Azospirillum como inoculante

Los biofertilizantes son microorganismos vivos o latentes que pueden ejercer una o varias de las
siguientes caracteristicas: mejorar la fertilidad del suelo al movilizar los elementos quimicos que se
encuentran fijados en el suelo (p. ej: P, S, Zn, K, Fe, etc.), afiadir nutrientes del ambiente al suelo (p. €j.
nitrégeno atmosférico), proveer hormonas de crecimiento a las plantas e/o inducir mecanismos de
proteccion en las mismas contra patogenos. Los biofertilizantes, también Ilamados inoculantes, se
producen tanto a pequefa escala, en condiciones de laboratorio o a gran escala en fermentaciones en

lote [Rodriguez y Fraga, 1999; Sivasakthivelan y Saranraj, 2013].

Uno de los principales problemas de los inoculantes es la supervivencia de los microorganismos durante
el almacenamiento (vida de anaquel), la cual es afectada por el medio de cultivo, el estado fisiolégico de
los microorganismos, el proceso de deshidratacion, la temperatura de almacenamiento, entre otros. Por
lo anterior, diversos estudios se han enfocado a incrementar la vida de anaquel, buscando cambios en
las formulaciones, acarreadores, protectores celulares, asi como una alta densidad celular [Fages 1992;

Fallik y Okon, 1996; Sivasakthivelan y Saranraj, 2013].

Existen diversas formulaciones con densidades celulares de 1 x 10’ - 3 x 10" UFC mL™ del género
Azospirillum, que se utilizan como inoculantes [Okon e Itzigsohn, 1995; Schulz y Thelen, 2008; Truijillo-

Roldan et al., 2013] en formulaciones liquidas (Tabla 3.3).

Inoculantes basados en sustratos acarreadores como la turba (Tabla 3.2) con cuenta inicial de 10° UFC g’
! luego de 3 meses, disminuyen a 10’ UFC g'1 [Okon, 1985; Morandini, et al. 1990] y hasta cuatro érdenes

de magnitud en 6 meses [Fallik y Okon, 1996].

Los costos de un acarreador sdlido para los inoculantes suelen ser altos, debido a que implica mano de
obra, molienda, tamizado y correccién de pH [Somasegaran y Hoben, 1994]. Las soluciones liquidas que
contengan alguna sustancia que favorezca la sobrevida de las células antes de su aplicacién en el campo
representan una solucién a estos problemas. Para ello, se han utilizado diferentes tipos de polimeros
debido a su habilidad de limitar la transferencia de calor y sus propiedades reolégicas. Kumaresan y

Reetha en 2011 probaron la adiciéon de goma arabica (0.3% p/v), polivinil pirolidona (PVP) (2% p/v),
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glicerol, trehalosa (10 mM), polietilen-glicol (PEG 1% p/v) y polivinil-alcohol (PVA 0.5% p/v) en medio
NFb sobre cultivos de A. brasilense AZ15. Observaron que la adicion de trealosa, glicerol, goma arabica
y PVP permitié mantener una concentracién de 10’ cel mL™ por 12 meses partiendo de 10'° cel mL™,
seguido de PEG por 10 meses y PVA por 9 meses. Como control se utilizé la formulacién sélida de lignita,

la cual mantuvo la concentracion de 10 cel mL™* hasta los 6 meses (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Vida de anaquel en inoculantes de Azospirillum spp.

Concentracion Concentracion Vida de anaquel
Sustrato Referencia
celular inicial celular final (meses)
10° UFC mL™ 107 -10° UFC mL™ Morandini, et al. 1990;
Turba . . . . 3
10° UFC gr’ 10" UFC gr Okon, 1985.
Vermiculita, . .
10° UFC mL 1
Basalto 10 L
107 UFC mL Fallik y Okon 1996
Turba granular 10°>-10° UFC mL™ 6
Lignita 6
PVA (0.5%) 9
0,
PEG (1.0%) . 10 Kumaresan y Reetha,
10" UFC mL™ 10’ UFC mL
Trehalosa 2011
PVP (2.0%)
12
Goma arabica
Glicerol
Alginato 10° UFC mL™ 10’ UFC mL™ 12 Bashan et al., 2011
Medio MSM Vendan y Thangaraju
10" UFC mL™ 108 UFC mL™ 14
(quistes) 2007
. L . . Trujillo-Roldan et al.,
Medio NFb 10° UFC mL 10° UFC mL 24
2013

PVA: polivinil-alcohol, PEG: polietilen-glicol, PVP: polivinil-pirrolidina.




La supervivencia de los inoculantes puede ser mejorada si se pone atencion al estado fisiologico de las
células, como: altos contenidos de PHB [Kadouri et al., 2002], formacion de quistes-floculos [Okon e
Itzigsohn, 1995] o en las propiedades de los aditivos. Por ejemplo, la trealosa ofrece proteccién contra
la desecacion, presién osmotica, estrés térmico, ayuda en la estabilizacién de enzimas y membranas

[Kumaresan y Reetha, 2001].

A pesar de la investigacidon en estos aditivos, existen reportes donde los indculos liquidos, también
llamados “inoculantes primitivos” o “sin formulacion” (debido a que fueron los primeros en ser aplicados
y probados) [Bashan y de Bashan, 2015] muestran ser cultivos sin contaminantes con mayor vida de
anaquel [Trujillo-Rolddn, et al. 2013], proteccién a estrés ambiental y eficiencia en campo que muchas

formulaciones con base acarreadores tipo turba [Singleton, et al. 2002].

La formacion de quistes en Azospirillum, como se mencioné previamente, es otra alternativa para
mejorar la vida de anaquel del inoculante. En 2007, Vendan y Thangaraju realizaron un cultivo de A.
lipoferum en medio NFb hasta alcanzar densidades o6pticas de 1.45, que correspondian a una
concentracién de 10° UFC mL™ y posteriormente indujeron la formacién de quistes (mediante estrés
nutricional), lavando las células y colocdndolas en medio minimo salino MSM, fructosa y KNOs como

fuente de carbono y nitrégeno respectivamente.

En las primeras 96 h, el 100% de las células pasaron del estado vegetativo a quiste y mantuvieron la
concentracién celular intacta hasta los 5 meses. Luego, ésta fue disminuyendo a 10° UFC mL™" en un
periodo variable de 6 hasta 11 meses y la ultima medicion realizada a los 14 meses (420 dias) mostré
una concentracion final de 10° UFC mL™. Adicionalmente, realizaron el seguimiento de la cantidad de
PHB en las células en diferentes momentos, mostrando que una vez que se indujé la formacién de quistes
(pasando el cultivo a medio minimo MSM) hubo una acumulacién de PHB constante durante las primeras
108 h (hasta 3.8 mg (PHB) g CDW™ (peso seco celular)) y luego ésta fue disminuyendo [Vendan y
Thangaraju, 2007].
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3.7 Cultivos de alta densidad celular

Los cultivos de alta densidad celular han sido objeto de estudio en la investigacidon cientifica y
tecnoldgica, en especifico con la finalidad de maximizar la productividad volumétrica (g L h™), es decir,
obtener la mayor cantidad de producto en un volumen y tiempo dado [Riesenberg y Guthke, 1999]. La
demanda de oxigeno en estos cultivos excede por mucho la capacidad de transferencia de oxigeno de
los bioreactores convencionales, tales como tanque agitado y columnas de burbujeo. En ellos, la
concentracion de oxigeno disuelto limita la actividad y crecimiento microbiano, lo cual puede tener
efectos, no sdélo en la disminucion de la velocidad de produccién y crecimiento, sino en el cambio de la
via metabdlica que lleve a la disminucion del rendimiento e incluso a la formacion de subproductos

toxicos [Egliy Zinn, 2003].

Para evitar la limitacién de oxigeno y metabolismo anaerobio, los cultivos de alta densidad celular se
disefian comunmente como procesos en lote alimentado. Esta estrategia supone que existe una
restriccion al crecimiento debido a algun nutriente, el cual se administra en el bioreactor en el tiempo
en que cesa el crecimiento exponencial. Una vez alcanzada la capacidad mdaxima de transferencia de
oxigeno, la tasa de alimentacidn debe ser constante, por lo que a alta concentracién celular se obtienen
velocidades de crecimiento especificas muy bajas y el tiempo de fermentacién se prolonga

considerablemente [Knoll et al., 2007].

Inicialmente, los cultivos de alta densidad se establecieron para levaduras (1943) para obtener proteina,
etanol y biomasa [Shiloach y Fass, 2005]. Posteriormente, se extendié hacia otros microorganismos
como Streptomyces sp, donde los cultivos densos de éste garantizaban una alta productividad en la
formacidn de antibidticos [Riesenberg y Guthke, 1999]. Fue en el organismo modelo por excelencia,
Escherichia coli, donde combinando técnicas de biologia molecular e ingenieria de procesos se llegd a un
limite de hasta 190 g L™, que corresponde a una densidad dptica de 500 unidades (540nm) [Fuchs et al.,
2002]. En este cultivo se utilizd una estrategia de cultivo alimentado con medios optimizados, ademas
de dialisis, donde se retiran los componentes de bajo peso molecular del cultivo que pueden inhibir el

crecimiento.
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Algunos de los intentos previos por obtener cultivos de E. coli de alta densidad fueron:

cultivos alimentados (con glucosa concentrada en solucidn), sin retiro de componentes, llegando a 54 g
L™ [Shiloach y Bauer, 1975]; 104 g L™* con adicidn lineal de &cido citrico y glucosa en un medio definido
[Riesenberg et al, 1991] y 134 g L™* para cultivos con adicién de glucosa sélida en polvo [Neidhart et al.,
1974]. Cuando se cambié la fuente de carbono glucosa por glicerol se obtuvieron concentraciones finales

de biomasa maxima de 148 g Lt [Korz et al., 1995].

Las estrategias de cultivo son diversas y especiales para cada organismo y el producto deseado. Por
ejemplo, para la produccién de polhidroxialcanoatos de cadena mediana (PHAMCL) en Pseudomonas
putida IPT 046 se propusieron varios sistemas de alimentacion con mezclas equimolares de glucosa y
fructosa. La alimentacion por pulsos seguida de alimentacion constante produjo una concentracion
celular de 32 g L™ en 18 h de fermentacién, con alimentacidn exponencial 30 g L  en 20 h de
fermentacion, ambas con bajo contenido de PHAMCL. Se logré incrementar en 15% el contenido de
PHAMCL con una alimentacién constante, obteniendo 35 g L' y con la estrategia de limitacién de NH,4",
se obtuvo 21% de PHAMCL en 34 h de operacién y 40 g L, por tltimo se limité el fosfato, logrando una

concentracién celular de 50 g L™y 63% de PHAMCL en 42 h [Cardoso-Diniz et al., 2004].

Garcia y colaboradores (2014) desarrollaron una estrategia de produccion de PHB en Azotobacter
vinelandii OPNA, basada en una fermentacion mixta (en medio PY con pulsos de sucrosa y extracto de
levadura), en cultivos en lote alimentado con perfil exponencial, en conjunto con mutaciones en las vias
de regulacidén negativas de sintesis de PHB (PTSNtr y RsmA-RsmZ/Y), a una TOD de 4% constante.
Consiguiendo 27.3 g L™ de PHB (concentracién celular de 37 g Lt y 73% PHB)a las 60h, incrementando

la produccidn en 7 veces con respecto al cultivo en lote.

3.8  Azospirillum en cultivo

Los indculos de Azospirillum se emplean en densidades de aproximadamente 2 x 10° UFC mL™ [Schulz y
Thelen, 2008] con la finalidad de que al menos exista una poblacién de 10°-10° células por planta
[Kapulnik et al., 1985; Arsac et al., 1990]. Existen algunos estudios (Tabla 3.3) enfocados al crecimiento

y optimizacién en la produccion de biomasa de Azospirillum con las siguientes estrategias:
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1) Modificaciéon de medio de cultivo en matraces

Bashan y colaboradores en 2011 modificaron el medio de cultivo para las cepas de Azospirillum Cd y Sp6;
reemplazando las fuentes de carbono tradicionales (acido malico y succinico), por gluconato de sodio
(presente en algunos exudados de raiz) y glicerol (producto de la trans-esterificacién de lipidos y grasas
utilizado en el cultivo de Bradyrhizobium). Esto en un medio complejo TYG (triptona-extracto de
levadura-glucosa), con la intenciéon de obtener cultivos con alta densidad celular que pudieran ser
utilizados como inoculantes. Se lograron producir entre 4.5-5 x 10° UFC mL", con resultados muy
similares entre gluconato de sodio y glicerol, sin aparente fase lag y con velocidades de crecimiento entre
0.47y 0.49 h™'. Posteriormente, después de haber sido encapsulados en camas de alginato como medio
de conservacion durante un afio, mantuvieron su densidad en el orden de 10’UFC mL* [Bashan et al.
2011]. Algunas de las limitaciones de esta propuesta es que el medio tiene componentes nutritivos, tales
como la peptona y extracto de levadura, que en formulaciones liquidas (o en acarreadores) y bajo
condiciones de anaquel, corren el riesgo de contaminarse, asi como el alto costo de estos compuestos

comparados con el de un medio minimo sintético [Bashan et al., 2011, Mutturi et al., 2016].

2) Fuentes de carbono en mezcla

Albrecht y Okon (1980) sugieren el cultivo de Azospirillum para su uso como fertilizante en medio liquido
en diferentes condiciones. Algunas de ellas son: a) condiciones microaerofilicas (0.002-0.008 atm O,)
fijlando N,, una mezcla de malato-succinato como fuente de carbono, pH 7.8, llegando a una
concentracion de 6 x 10 células mL™, b) malato o succinato, NH4Cl, condiciones aerobias (0.2 atm O,),
logrando una concentracién de 1 x 10° y c) condiciones aerobias (0.2 atm O, ), medio nutritivo con
tripticaseina de soya como fuente de nitrégeno y carbono, pH de 7.2 obteniendo 1.5 x 10° células mL™

para cultivos en cultivos en lote de hasta 180 litros.

3) Coeficiente de transferencia de masa.

El oxigeno es un parametro importante que afecta el crecimiento de Azospirillum [Paul et al., 1990], por
lo que una estrategia exitosa que ha llevado a la produccidn de indculos comerciales ha sido utilizar el
coeficiente de transferencia de masa, en este caso oxigeno (K.a) como un pardmetro de escalamiento.

Trujillo-Roldan y colaboradores (2013) llegaron a densidades de 3-5-7.5 x 10® UFC mL™" en un reactor
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agitado de 1000 L (K.a: 31h™) para las cepas de A. brasilense Start y Calf, manteniendo 30% TOD en todo
el cultivo con 0.5 vvm y agitacién, en un medio NFb modificado (con la adicién de 0.3 g L™ de extracto de
levadura) mediante un analisis factorial para maximizar el crecimiento (modificando la relacién carbono-

nitrogeno) y pH controlado a 7.0 [Trujillo-Roldan et al., 2013].

4) Diferentes fuentes de carbono y nitrégeno en cultivo lote alimentado

Para la produccion de biomasa de Azospirillum brasilense ATCC 29729 Cd en un fermentador de 16 L
Fallik y Okon (996) propusieron un cultivo en lote alimentado. Utilizaron la siguiente formulacién en el
medio de cultivo (en g L'l): K;HPOQy, 3; KH,POy, 2; MgS0O4 7H,0, 0.2; extracto de levadura, 0.2; NaOH, 3.5.
Se probaron varias fuentes de carbono (malato, succinato, fumarato, glicerol y lactato 5 g LY y nitrégeno
(nitrato de amonio, 2.0 g L™, acetato de amonio 2.0 g L™, amonio 26.5%, 2.6 g Lt y cloruro de amonio,
1.5 g L") a 35°C y oxigeno disuelto entre 30-50%, llegando a concentraciones maximas de 2.0 +8.5 x 10'°
UFC mL™" con amonio 26.5% y acido mélico, aunque con un desperdicio del 50% de la fuente de carbono,
ya que sélo se consumié el isémero L-malato, seguido de 2.4+6.0 x 10™° UFC mL™ con amonio 26.5% y
succinato. Los autores observaron que el pH se elevaba y esto reducia el crecimiento celular. Al final del
crecimiento, se redujo el oxigeno disuelto cerca del 0%, manteniendo el flujo constante de fuente de
carbono, sin nitrégeno por 3-4 h, induciendo asi la acumulacién de PHB. Se estimaron las cuentas viables
por el procedimiento de nimero mas probable (MPN), obteniendo de 1-3 x 10™ UFC mL™" en 24-28 h,

con una velocidad de replicacién de 0.4 h™ y 40% de acumulacién de PHB [Fallik y Okon, 1996].

En el presente trabajo se pretende abordar algunas de las estrategias antes mencionadas, para la
obtener la mayor cantidad de biomasa viable de A. brasilense en particular de las cepas Start y Calf como
son, la optimizacion del uso de fuentes de carbono en matraces, evaluacion de diferentes condiciones
de aireacion, asi como estrategias de cultivo en lote alimentado explorando diferentes perfiles de
alimentacion. Debido a que no es posible realizar modificaciones genéticas en estos microorganismos (a
falta de la regulacion en México), este trabajo busca implementar un proceso de producciéon en un
reactor de columna de burbujeo que presenta valores de transferencia de oxigeno menores a aquellos
gue tienen los reactores de tanque agitado (utilizados comunmente en el cultivo de Azospirillum),
aprovechando la condicidon microaerofilica de esta bacteria, para asi establecer un proceso eficiente y

de menor costo al actual.
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Tabla 3.3 Cultivos liquidos de Azospirillum spp. para la generacion de biomasa

Biomasa Medio pH Temp | Agitacidon Tipo de Tiempo de Volumen
4 Oxigeno (atm 6 TOD%) | Fuentede N | Fuente deC Referencia
UFC mL cultivo inicial (°C) (rpm) Cultivo cultivo (h) (L)
. Microaerobia (0.003-
6.5x10 N2 Ac. mélico- 7.8
NFb 0.008 atm de O,) Albrecht y Okon
5 succinico 30 - - -
1.0x10 NH,CI (1980)
Aerobia (0.2 atm de 0,)
1.5x 10° Tiptocaseina de soya 7.2
~2.0-3.0x 10° AN
~1.5-2.5 x 10° OAB NH,CI Ac. malico
Batch
~3.0-4-0x 10°* | TYG mod Glucosa e Bashan et al
. _ Extracto de 36 120 18 0.12 .
TY+ triotona Gluconato (2011)
5.0x10°* pronay , 6.8
GlUNA |evadura de SOdIO
~4.0-5.0x10° | TY+Gli Glicerol
. 0.5 vvm/ control >30% 205 10 Trujillo-Roldan
3.5-7.5x10 NFb mod NH,CI Ac. malico 30 28
TOD 52 1000I et al. (2013)
1 . Ac. malico/ Fallik y Okon
1.0-3.0x 10 NFb 30-50% TOD NHs" 26.5% 7.0 35 200 Fed batch 28 16 ( )
1996

Ac. succinico




4. HIPOTESIS

El cultivo en lote alimentado de A. brasilense en columna de burbujeo permitird obtener una densidad
celular mayor que la obtenida en cultivos en lote (10° UFC mL™), ya que suministrard de manera
constante los nutrientes necesarios para mantener la fase de crecimiento exponencial, permitiendo asi

obtener indculos adecuados para su uso como biofertilizante.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Establecer las condiciones de cultivo en lote alimentado de Azospirillum brasilense en columna de

burbujeo para la obtencién de cultivos de alta densidad celular viables.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento de Azospirillum brasilense en matraces, utilizando fuentes de carbono
alternativas tales como acido succinico, gluconato de sodio y glicerol.

e Evaluar en cultivos en lote en columna de burbujeo, el efecto de la tensién de oxigeno disuelto en
el crecimiento de Azospirillum brasilense.

e Establecer estrategias de cultivo en lote alimentado, evaluando diferentes perfiles de alimentacién
(lineal, escalonado y exponencial) para lograr rendimientos mayores de sustrato y densidad celular
alta en cultivos de Azospirillum brasilense.

e Relacionar la concentracion de polihidroxibutirato (PHB) acumulado intracelularmente por

Azospirillum brasilense y la vida de anaquel en cultivos con medio agotado.



6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El trabajo se dividid en tres partes que se esquematizan en la Figura 6.1. En la etapa 1 se evalud el
crecimiento de fuentes de carbono alternativas al medio tradicional ocupado para el cultivo de A.
brasilense, el cual contiene 5 g L™ de acido mélico (NFb). Se realizaron cultivos en matraces para las cepas
Start y Calf con la formulacion del medio NFb, variando la fuente de carbono en succinato, gluconato de

sodio 6 glicerol, todosen5g L.

En la segunda fase se realizaron cultivos en lote en columnas de burbujeo para las cepas Start y Calf de
A. brasilense, bajo diferentes flujos de aireacion, para establecer aquél que favoreciera el crecimiento.
En ellos no se controld el pH, debido a que en trabajos previos de este laboratorio, en cultivos en reactor
de tanque agitado, utilizando diversas fuentes de carbono como glucosa y frutosa ademads de acido
malico, el pH se mantuvo dentro de los valores que permiten el crecimiento el crecimiento (entre 5.5-

8.7 unidades de pH) [Acevedo, E. Datos no publicados].

En la tercer fase, se probaron diferentes perfiles de alimentacién (lineal, escalonado y exponencial) en
cultivo con la mezcla de cepas (Start-Calf 1:1 al inicio del cultivo) para determinar en cual se obtiene una
mayor densidad celular y cual de ellos favorece la produccion de PHB. Finalmente, se estudié la relacién

entre la cantidad de PHB acumulado con la vida de anaquel.
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Figura 6.1 Determinacidn del crecimiento celular y produccién de PHB en A. brasilense

Cultivos en matraces

Cepas: Start y Calf ( por separado)
Condiciones de cultivo
Medio de cultivo: NFb mod 4cido malico (control), cido succinico, gluconato de sodio y glicerol (5 gL’
1
)
Volumen de llenado: 100 mL
Volumen de matraz: 500 mL
Agitacion: 150 rpm
Temperatura: 30°C

Cultivos en lote CBR

Cepas: Start y Calf (por separado)
Condiciones de cultivo

Medio de cultivo: NFb mod 4cido malico
Volumen nominal: 6 L

Volumen de trabajo: 5L

Flujo de aireacién: 0.1, 0.5y 1.0 vvm
Temperatura: 30 °C

pH: sin control

| Cultivo en lote alimentado CBR

Cepas: Start y Calf (en mezcla 1:1)

Condiciones de cultivo

Medio de cultivo: NFb mod 4cido malico

Volumen nominal: 6 L

Volumen de trabajo 5 L + 500 mL alimentacién (Medio NFb mod 20x)
Flujo de aireacion: 0.1 vvm

Perfiles de alimentacién: lineal, escalonado (pulsos), exponencial
Temperatura: 30°C

Consumo de fuente de carbono: Kit enzimatico
Produccién de PHB: Método de Law y Slepecky modificado
Vida de anaquel: UFC mL™



7. MATERIALES Y METODOS

7.1  Cepasy medios de cultivo

7.1.1 Cepas

Las cepas utilizadas en este estudio de A. brasilense Start y Calf, originalmente fueron aisladas en el
Centro de Ciencias Genédmicas, UNAM por el Dr. Jesls Caballero-Mellado, las cuales se encuentran en
concesion a la empresa Biofabrica Siglo XXI S.A. de C.V. La diferencia entre las cepas estd en la capacidad

de cada una para crecer en diferentes tipos de suelo [Trujillo-Roldan et al., 2013].

7.1.2 Preservacion de las cepas

Los cultivos stock se mantuvieron a temperatura ambiente (20°C) en cajas con medio NFb/rojo Congo
(Tabla 7.1) solidificado con agar (16 gL'l) a pH 6.8 y se realizaron resiembras cada mes para mantenerlos

viables.

7.1.3 Medios de cultivo

El medio utilizado en este trabajo, fue el medio NFb mod. cuya composicion se muestra en la Tabla 7.2,
ajustado a pH de 7.2 con H,PO,4 concentrado y esterilizado a 121°C durante 20 min y 15 psi, y que en el
resto del trabajo se menciona unicamente como NFb.

Se realizaron soluciones stock (100x) de manera independiente, para los microelementos como CaCl,,

Na;Mo0a, MnSO4, H3BO,4 y FeSO,.
7.2 Cultivos en matraces agitados

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL, con 100 mL de medio NFb. En los cultivos
control se utilizé acido malico como fuente de carbono y para los otros cultivos, se utilizaron acido
succinico, gluconato de sodio y glicerol, todos en la concentracién de 5 g L™. Se incubaron a 30°C y 150
rom (Trujillo-Roldan et al., 2013) en una incubadora con agitacién orbital (R 2.54cm) modelo C25 (New
Brunswick Scientific) durante 28 h, por triplicado.
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Tabla 7.1 Composicion medio NFb/Rojo Congo modificado*

Reactivo Concentracién (g L)

Acido maélico 5.0
K2HPO4 0.5
MgS047H,0 0.2
NaCl 0.1
KOH 4.8
FeCls 0.015
Extracto de levadura 0.3
Agar bacteriolégico 16.0

* Modificado en extracto de levadura por la Empresa Biofabrica Siglo XXI.

Tabla 7.2 Composicion del medio NFb modificado*

Reactivo Concentracién (g L'!) | Reactivo Concentracién (g L™)
Acido maélico 5.0 NaCl 0.1

KOH 4.8 CaCl, 0.02

K2HPO4 0.5 FeSO, 0.015

NH,CI 0.3 MnSQO4 0.01
Extracto de levadura 0.3 H3BO, 0.01
MgS0,7H,0 0.2 Na;MoQOq 0.0025

* Modificado en extracto de levadura por la Empresa Biofabrica Siglo XXI.
7.3 Cultivos en reactor de columna de burbujeo (CBR) de 6.0 L

7.3.1 Cultivos en lote

Los cultivos se llevaron a cabo en columnas de burbujeo de 6 L de volumen nominal y 5L volumen de
trabajo de disefio propio [Garcia Cabrera, 2012]. Tienen puertos para electrodos de oxigeno disuelto
(ApplisSens™ Applikon Biotechnology) y pH (AppliSens™ Applikon Biotechnology), asi como uno de

inoculacién y venteo (Figura 7.1). El aire es filtrado antes de entrar a la columna por medio de un filtro
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de 0.45um ingresando a través de un difusor de vidrio sinterizado. La temperatura fue controlada por

medio de una mantilla térmica de 110 W.

La columna fue sanitizada con vapor por 8 hr y el medio esterilizado en autoclave: 121°C /20 min y 15

psi, fue vertido a la columna por medio de una bomba.

A través de los controladores (ADI 1010 y ADI 1030, Applikon Biotechnology, USA), conectados a una
computadora, se registraron los parametros de pH, temperatura y Tensién de Oxiegno Disuelto (TOD)
en linea cada minuto para su analisis con el programa BioXpertR Lite (Applikon Biotechnology, USA).
Paralelamente, se obtuvieron datos de densidad dptica en espectrofotdmetro (Beckman DU730, USA)
para analizar el crecimiento durante 28 h de cultivo, tomando muestras cada 4 h. Los cultivos se
realizaron a 30°C por duplicado a 0.1, 0.5 y 1.0 vvm, sin control de pH para las dos cepas Start y Calf de

A. brasilense de manera independiente.

Electrodo de oxigeno Puerto de inoculacién

disuelto

Controlador ADI 1010
Electrodo de pH

Venteo

Difusor de vidrio

sinterizado . Entrada de aire

»

> Puerto de muestreo

Figura 7.1 Componentes de la columna de burbujeo 6 L utilizada en el presente trabajo

Columna disefiada por el M.C. Ramsés Garcia Cabrera [Garcia Cabrera, 2012]
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7.3.2 Cultivos alimentados en columna de burbujeo

Los cultivos alimentados se realizaron en el mismo sistema de columna de burbujeo de 6L, colocando un

puerto de alimentacion similar al de muestreo, cerca del difusor para un mejor mezclado. Se disefid un

sistema de trampa en la parte inferior de la columna que permitio la entrada del flujo de medio(Figura

6.2). La alimentacién del medio NFb 20x se realizé con una bomba peristaltica de precision (Masterflex™,

modelo L/S Analogica). Los flujos se predisefiaron y se cambiaron manualmente segun el tipo de perfil

en evaluacién. El flujo inicial de la alimentacién fue de 0.5 (mL min) en todos los casos por motivos

operacionales pero se detuvo la alimentacidn una vez vertidos los 500 mL. En los cultivos en mezcla (1:1

inicial) de las cepas de A. brasilense Start y Calf se afiadié antiespumante de silicona (10%p/v) de manera

manual.

)

Columna de
burbujeo 61

Medio

NFB 20x

Bomba
peristéltica

Mantilla de
calentamiento

"Trampa de alimentacion

Venteo Medio de

alimentacién

Sistema(_.,. i , 3

Bomba peristaltica
de muestreo P

Figura 7.2 Esquema de trampeo y componentes del sistema de alimentacidn en columnas de

burbujeo 6|

En la figura 7.3 se muestran los perfiles de alimentacién que se evaluaron en este trabajo. En todos los

casos se comenzo la alimentacion del medio de cultivo NFb 20x a las 12 h, momento en que el cultivo de

A. brasilense se encontraba en fase exponencial.
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Perfiles de alimentacion
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Figura 7.3 Perfiles de alimentacidn de los cultivos en mezcla de A. brasilense en columnas de

burbujeode 6 L

7.3.3 Perfil de alimentacion exponencial

La alimentacion exponencial, permite alargar la fase de exponencial de crecimiento, manteniendo la
velocidad especifica de crecimiento y suministrando nutrientes de manera que no sean limitantes para
el microorganismo. Una vez que se llega a la fase exponencial se comienza a alimentar el medio mediante

la siguiente ecuacidn:

WXpVp

SoYx
S

Ft) = eht

Donde p (h™) es la velocidad especifica de crecimiento, en este caso, se tomé el 30% de la u mas baja
entre las cepas Start (0.22 h) y Calf (0.28 h™") de A. brasilense, para evitar la dilucién en el cultivo en
mezcla (1:1 al inicio) Xs (g 1) es la concentracion de biomasa al inicio de la alimentacion, V (1) es el
volumen de medio en el reactor, S, (g I'!) es la concentracidn de sustrato en la alimentacién, Yx/s (8 g'l)

es el rendimiento de biomasa en base a sustrato y t (h) es tiempo.

Para el caso del cultivo en mezcla 1:1 al inicio de las cepas Start y Calf de A.brasilense, la velocidad de
crecimiento fue de 0.16 h™ , Xz: 0.5 g/l, Vs: 5.0 I, So: 100g/1 y Yyss: 0.25 (g/g). Con esta informacion, se

realizd un esquema de alimentacion exponencial (Tabla 7.3)
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Tabla 7.3 Esquema de alimentacidn exponencial para el cultivo en mezcla de A. brasilense

Tiempo de Flujo de Medio 20x | Volumen de llenado
cultivo alimentaciéon | alimentado en CBR
(h) (mL min™) (mL) (mL)

12 0.500 30.00 5030.00
13 0.591 35.51 5065.46
14 0.700 42.00 5107.46
15 0.828 49.69 5157.15
16 0.979 58.74 5215.89
17 1.158 69.48 5285.37
18 1.370 82.20 5367.57
19 1.621 97.26 5464.83
20.18 1.918 35.17 5550.00

7.3.4 Perfil de alimentacion escalonado

La alimentacidn con perfil escalonado o por pulsos, inicié a las 12 horas de cultivo, encontrandose en
ultimo tercio de la fase exponencial. El perfil consistio en alimentar con medio de cultivo NFb 20x hasta
agotar los 500 mL, con 3 pulsos, el primero empezé en 0.5 mL min™ y se mantuvo durante 4 h, el siguiente

pulso fue de 1.5 mL min™ por otras 4 h y el tercero de 3.0 mL min™ por 1.11 h (Tabla 7.4)

Tabla 7.4 Esquema de alimentacion escalonado para el cultivo en mezcla de A. brasilense

Tiempo de Flujo de Medio 20x | Volumen de llenado
cultivo alimentacion | alimentado en CBR
(h) (mL min™) (mL) (mL)
12 0.50 30.00 5030
13 0.50 30.00 5060
14 0.50 30.00 5090
15 0.50 30.00 5120
16 1.5 90.00 5210
17 1.5 90.00 5300
18 1.5 90.00 5390
19 1.5 90.00 5480
20.11 3.0 115.08 5500

43



7.3.5 Perfil de alimentacion lineal

El esquema de alimentacién lineal comenzé a alimentar el medio NFB 20X con el flujo de 0.5mL min™y

fue incrementando linealmente en 0.1 mL min™ cada hora como se presenta en la Tabla 7.5

Tabla 7.5 Esquema de alimentacion lineal para el cultivo en mezcla de A. brasilense

Tiempo de Flujo de Medio 20x | Volumen de llenado

cultivo alimentacion | alimentado en CBR
(h) (mL min™) (mL) (mL)
12 0.5 30.00 5030
13 0.6 36.00 5066
14 0.7 42.00 5108
15 0.8 48.00 5156
16 0.9 54.00 5210
17 1.0 60.00 5270
18 1.1 66.00 5336
19 1.2 72.00 5408
20 1.3 78.00 5486

21.23 1.4 19.60 5500

7.4 Procedimiento de inoculacion

a) Pre-indculo

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL, con 100 mL de medio NFb, se colocé 1 cm’ de agar de las placas de
medio NFb/rojo Congo como indculo de las cepas Start o la cepa Calf de A. brasilense. Los cultivos se
incubaron a 30°Cy 150 rpm (incubadora con agitacién orbital modelo C25, New Brunswick Scientific)
durante 48h para la cepa Start y 24h para la cepa Calf.

b) Inéculo

Se tomo el 10% del volumen del pre-inéculo y se colocé en un matraz Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL
de medio NFb y se incubd a 30°Cy 150 rpm por 12h-18h (O/N).

c) Cultivo

El indculo para los cultivos en matraz se ajustd al 10% del volumen en una densidad dpticasoonm de 0.1

U.A.y para las columnas de burbujeo, se ajustd a una absorbanciagoonm de 0.05 U.A.
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7.5 Métodos analiticos

7.5.1 Determinacién del nimero de bacterias por conteo en placa.

Se determind el niumero de bacterias por el método del nimero mas probable (MPN), realizando
diluciones seriadas (1:10) y se hizo un conteo en cajas de medio Rojo Congo (cuya base es el medio
mineral NFb), incubadas a 30°C durante 48 h.

UFCml™t = NxD

N=(numero de colonias en caja) x D (factor de dilucién)

7.5.2 Determinacién de biomasa por turbimetria

Durante el cultivo, se tomd 1.0 mL de muestra cada 4h y se leyd la absorbancia en el espectrofotométro
a 600nm (Beckman DU730, USA), se realizaron las diluciones apropiadas (1:2; 1:5, 1:10) cuando la
absorbancia superaba las 0.8 unidades. Sin embargo, esta informacion se complementd con las UFC mL

! para seguir el crecimiento bacteriano.

7.5.3 Cuantificacion de acido malico

El consumo de la fuente de carbono se realiz6 mediante el uso de kits enzimaticos, para D-malato (R-
Biopharm, Roche: Cat .No. 11215558035) y L-malato (R-Biopharm, Roche: Cat. No. 10139068035), cuyo
principio es que:

La forma isomérica: D-malato, es oxidado a oxaloacetato por la enzima D-malato deshidrogenasa (MDH)
en presencia de NAD". El oxaloacetato es inmediatamente convertido por la misma enzima a piruvato y
dioxido de carbono. La cantidad de NADH formado es estequiométricamente igual a la cantidad de D-
malato.

MDH
D —malato + NADY - piruvato+ C0, + NADH + H*

La forma isomérica: L-Malato, es oxidado a oxaloacetato por la enzima L-malato deshidrogenasa en

presencia de NAD", el equilibrio de esta reaccién recae hacia la formacién de L-malato, por lo que si se
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elimina el oxaloacetato del medio, la reaccidn se dirige hacia oxaloacetato. La reaccion catalizada por la
enzima GOT (glutamato-oxaloacetato transaminasa) convierte el oxaloacetato a L-aspartato en
presencia de L-glutamato

L-MDH
L — malato + NAD' & oxaloacetato + NADH + HT (1)

GOT
oxaloacetato + L — glutamato < L — aspartato + 2 — oxoglutarato (2)
La cantidad de NADH formada igual que en el caso anterior es estequiometricamente la cantidad de L-
malato. La cantidad de NADH formada se mide por su absorbancia a 334, 340 0 365nm (Beckman DU730,
USA) dependiendo de la concentraciéon de acido malico en la muestra, segun las indicaciones del

proveedor.

7.5.4 Cuantificacion de PHB

La cuantificacién de PHB se realizd de acuerdo al Método Law y Slepecky (1961) con algunas
modificaciones. Para la extraccion de PHB de las células, se tomd 1 mL de muestra del cultivo en los
diferentes tiempos (4, 8, 12, 20 y 28h) en tubos EppendorfTM, se centrifugaron por 10 min a 12,000 rpm,
el pellet se secé en la mufla a 70°C. Se agregd 1 mL de hipoclorito de sodio (6%v/v) y se dejo reposar por
1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm por 15 min, se elimind el
hipoclorito (fase alta) con micropipeta y se realizaron lavados con agua destilada (agregando 1 mL de
agua destilada estéril, centrifugando a 10,000 rpm por 10 minutos, en dos ciclos), posteriormente se
agregd 1 mL de acetona fria, se centrifugd a 10,000 rpm por 10 minutos y finalmente se resuspendié en

300 pL de etanol.

Para la hidrdlisis de la muestra, la muestra resuspendida en alcohol, se transfirié a un tubo de vidrio de
5 mL con tapa y se dejo evaporar el etanol a 70°C en la estufa con la tapa ligeramente abierta (el pellet
obtenido en este paso se analizé6 mediante espectrofotometria infrarroja: ANEXO 1). Posteriormente, se
agregaron 5 mL de H,SO,4 concentrado, se taparon los tubos y se mantuvieron en la estufa a 70°C por 4
horas mas para hidrolizar el PHB completamente, a 4cido crotdnico (Yu et al., 2005). Se dejaron enfriar
las muestras y se midid la absorbancia a 235 nm en celdas de cuarzo usando H,SO, como blanco (bajo

las mismas condiciones que las muestras: 4 horas a 70°C, que también fue utilizado en caso de requerir
46



diluciones en las lecturas de las muestras). Finalmente, se cuantifico la cantidad de PHB mediante una
curva estandar de acido crotdnico (Law y Slepecky, 1961), realizada con diferentes concentraciones de

PHB comercial (Sigma Aldrich. CAS:29435-48-1) como se muestra en la Figura 7.4.

Curva estandar de PHB

1.2
y = 0.1606x
1 R?=0.99223 Y

0.8
0.6 *
0.4 ”

0.2 .

(O 4
0 1 2 3 4 5 6

pgeus/mli

Absorbancia 235 nm
'Y

Figura 7.4 Curva estandar de la hidrolisis de PHB en acido crotdnico.
La curva estdndar se realiz6 pesando diferentes cantidades de PHB (ug) disuletos en 1mL de H,SO,,
posteriormente se sometieron a hidrélisis (en la estufa 70°C por 4 horas) y luego se midiod la absorbancia

a 235nm (Beckman DU730, USA) del acido crénotico (producto de la hidrélisis de PHB) para cada una de

las concentraciones probadas.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Evaluacion del crecimiento de A. brasilense en fuentes de carbono alternativas

Enla Figura 8.1 se puede observar que a las 28h de cultivo, las mayores densidades 6pticas se obtuvieron
de manera similar en los cultivos con gluconato de sodio (4.43 £0.3 U.A. ), cido mdlico (4.38 £0.22 U.A.)
y acido succinico (3.19 + 0.42) (Tabla 8.1). Sin embargo, la absorbancia no se corresponde con las UFC
obtenidas, en el caso de 4cido malico se obtuvieron 1.08 x10° (+0.31) UFC mL™ mientras que con
gluconato de sodio se obtuvieron 9.10 x10° (+0.15) UFC mL?, lo cual sugiere la presencia de
exopolisacaridos o polimeros de reserva como PHB, que incrementan la absorbancia medida en el
espectrofotométro. Las UFC mL ™ en los cultivos con dcido malico, acido succinico y glicerol no presentan
diferencias estadisticas (1.08 x10” +0.31 UFC mL™, 5.50 x10° +3.53 UFC mL™" 2.85x10° +0.49 UFC mL",
respectivamente), pero si las UFC mL " obtenidas en gluconato de sodio, las cuales fueron superiores al

resto de las fuentes de carbono evaluadas.
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Figura 8.1 Cinética de crecimiento de A. brasilense cepa Start en fuentes alternativas de
carbono.Cinética con base a densidad 6ptica medida a 600nm (a) y en unidades formadoras de colonias (b), en

medio NFb con acido malico (control), glicerol, gluconato de sodio y acido succinico (5 g/L) a 30°C y 150 rpm en

matraces agitados a 150 rpm.
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La velocidad especifica de crecimiento de A. brasilense Start fue mayor en el medio NFb con acido malico
y succinico (0.22 h™) comparados con gluconato de sodio y el glicerol (0.18 y 0.09 h™* respectivamente).
Cabe destacar que, aunque la velocidad de crecimiento con gluconato de sodio fue menor (0.18 + 0.005),
a la presentada por los cultivos con dcido malico y succinico, presentd una tendencia de crecimiento
hacia el final del cultivo (en este caso se consideraron Unicamente 28h como tiempo final para comparar
los resultados con estudios previos realizados en este laboratorio). La velocidad especifica de
crecimiento en el medio con glicerol fue la menor presentada entre las cuatro fuentes de carbono
probadas para el crecimiento de A. brasilense Start (60% menor con respecto al control,0.09 h™ vs 0.22

ht).

Tabla 8.1 Parametros de crecimiento y biomasa de A. brasilense cepa Start en matraces a 30°Cy

150 rpm al tiempo final (28h)

Acido malico 0.22 +0.003 | 4.38+0.22, | 1.08 x10°+0.31,
Gluconato Na 0.18 £0.005 | 4.43 £0.30, 9.10 x10° +0.15;,
Acido succinico | 0.22 +0.004 | 3.19 +0.42, | 5.50 x10°®+3.53,
Glicerol 0.09 +0.003 | 1.02 +0.32, | 2.85x10° +0.49,

Los subindices corresponden a las diferencias estadisticas presentadas (Anexo 2)

El comportamiento para la cepa Calf de A. brasilense con las fuentes de carbono probadas (acido malico,
gluconato de sodio, acido succinico y glicerol) fue similar a la cepa Start (Figura 8.2, Tabla 8.2).

Los cultivos con gluconato de sodio y dcido mdlico son los que presentaron mayores densidades dpticas
(4.80 U.A. £0.03, 4.37 U.A. £0.18 respectivamente), que se corresponden con las mayores densidades
celulares viables Figura 8.2 (b): 5.5 x 10° +2.19 UFC mL" con gluconato de sodio y 2.63x 10° +0.52 UFC
mL™ con 4cido malico. Sin embargo, de la misma manera que en la cepa Start, las UFC presentadas en el

medio con gluconato de sodio, son estadisticamente mayores también para la cepa Calf.

Las cepas de A. brasilense Start y Calf presentan un buen crecimiento en el medio NFb modificado con
gluconato de sodio similar a lo reportado para otras especies de Azospirillum (Cd y Sp6) segin Bashan y
colaboradores (2011), en los que reportaron 10™* células mL™ en conteo al microscopio y 5x10° UFC mL’

! alas 18h en medio complejo de triptona-extracto de levadura, enriquecido ya sea con gluconato de
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sodio 6 con glicerol. Para las cepas Start y Calf en este estudio el glicerol afiadido al medio NFb fue el que

presentd la menor velocidad especifica de crecimiento y densidades del orden de 10® UFC mL™.
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Figura 8.2 Cinética de crecimiento de A. brasilense cepa Calf en fuentes alternativas de carbono.

Cinética con base a densidad éptica medida a 600nm (a) y en unidades formadoras de colonias (b), en medio NFb
con acido malico (control), glicerol, gluconato de sodio y acido succinico (5 g/1) a30°Cy 150 rpm en matraces agitados

a 150 rpm.

Tabla 8.2 Pardmetros de crecimiento y biomasa de A. brasilense cepa Calf en matraces a 30°Cy

150 rpm al tiempo final (28h).

Fuente C Hexp (™) D0goonm (U.A.) | UFCmL™

Acido Malico 0.28+0.01 | 4.37+£0.18, 2.63 x10° £0.52;,
Gluconato Na 0.21+0.02 | 4.80£0.03, 5.5 x10°+2.19,

Acido Succinico | 0.25+0.01 | 3.84+0.11, 1.57 x10%40.52,,
Glicerol 0.12+0.01 | 1.34 +£0.07. 5.56x10° +3.85,

La viabilidad de los cultivos es un aspecto importante en la produccién de los inoculantes, por lo que fue
relevante en este trabajo analizarla en los cultivos, tanto en las diferentes fuentes de carbono, como en

los flujos de aireacion y perfiles de alimentacién probados.
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El medio NFb modificado con gluconato de sodio fue el que presentd mayor densidad celular al final del
cultivo (28h), ademas desde el punto de vista econédmico es el que presenta un menor costo entre las
fuentes probadas en este estudio (gluconato de sodio, $715; dcido malico, $1,122; glicerol, $1460y acido
succinico, $1648 (precio por 5008sigma aidrich)) POr lo que parecia ser un buen candidato en la formulacién
del proceso. Sin embargo, la viabilidad se vié muy afectada en estos cultivos ya que, el 91% de la cuentas
viables de la cepa Start y el 84% de la cepa Calf, se perdieron durante los siguientes cuatro meses de

estar almacenados(Tabla 8.3).

Después de los cultivos con gluconato de sodio, aquellos que se vieron mas afectados en cuanto a la
viabilidad, fueron los que se realizaron con glicerol, perdiendo el 98% de las cuentas viables para la cepa

Calf y cerca del 62% de las cuentas viables para la cepa Start (Tabla 8.3).

Tabla 8.3 Viabilidad de los cultivos de A. brasilense en matraces con medio NFb y diferentes

fuentes de carbono a 4 meses

Fuente Carbono UFC mL*

Cepa Start Calf
Viabilidad Inicial 4 meses | % Viabilidad Inicial 4 meses | % Viabilidad

Acido Malico | 1.08 x10° | 1.02 x10° 94.44 2.63 x10° | 1.70 x10° 64.63
+0.31 +0.02 +0.52 +0.42

Gluconato Na | 9.10x10° | 8.20 x10° 9.01 5.5x10° | 9.0 x10° 16.36
+0.15 +0.38 +2.19 +0.10

Acido Succinico | 5.50 x10® | 3.0 x10° 54.54 1.57 x10® | 8.7 x10’ 55.41
+3.53 +0.80 +0.52 +0.53

Glicerol 2.85x10° | 1.11x10° 38.94 5.56x10° | 1.20x10’ 2.15
+0.49 +0.07 +3.85 +0.17

La viabilidad para los cultivos realizados en medio NFb con acido malico como fuente de carbono, se
mantuvo en el orden de 10° UFC mL™, siendo la fuente de carbono que conserva la mayor viabilidad
tanto para la cepa Start (94.44%) como para Calf (64.63%), seguida de acido succinico en la cual

mantienen 54 y 55% de las cuentas viables iniciales respectivamente, luego de cuatro meses.
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Por lo anterior, se decidié continuar con el medio originalmente formulado con acido mdlico como
fuente de carbono para el resto de los experimentos, ya que fue uno de los que permitié tener mayor

densidad celular, asi como mayor viabilidad a los 4 meses para las cepas de A. brasilense Start y Calf.

8.2 Efecto de la velocidad de aireacion sobre el crecimiento de A. brasilense en

columnas de burbujeo en lote

Los cultivos en columna de burbujeo se realizaron en medio NFb con acido malico (5g I'"), modificando
los flujos de aireacidn en 0.1, 0.5y 1.0 vvm para conocer el efecto de éste parametro sobre el crecimiento

de A. brasilense.

La Figura 8.3 muestra el efecto de diferentes condiciones ambientales como la temperatura, pH, tension
de oxigeno disuelto, sobre el crecimiento de A. brasilente Start (medido en DOgoonm Y UFC mL"l), la
produccién y consumo de PHB en los diferentes flujos de aireacién (0.1, 0.5 y 1.0 vvm), asi como el
consumo de acido madlico (D y L-malato). El error corresponde al cultivo duplicado bajo las mismas

condiciones.

El cultivo a 0.1 vwm de A. brasilense cepa Start fue el que alcanzé la mayor densidad dptica (3.94 U.A.),
comparado con 0.5 vwm (2.80 U.A.) y 1.0 vvm (1.15 U.A.), asi como en UFC mL™, en donde se obtuvieron
2.86 x 10° (£0.47) UFC mL™ para el flujo de 0.1 vvm, 4.85x10° (+0.30) UFC mL " en 0.5 vwvm y 3.5x10’
(+0.50) UFC mL " en 1.0 vwm (Tabla 8.4).

Se observé el consumo del is6mero L-malato como ya se habia reportado previamente para los cultivos
de A. brasilense [Albrecht y Okon, 1980; Fallik y Okon 1996] en los tres flujos de aireacion probados (0.1,
0.5y 1.0 vvm). Sin embargo, entre las 14 y 28h de cultivo, se observé el consumo de la forma D-malato,

unicamente en el flujo de 0.1vvm (como se puede observar en la Figura 8.3).
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Adicionalmente se pude observar que el pH superd las 8.5 unidades, donde se reporta que el crecimiento
puede verse afectado [Albrecht y Okon, 1980]. Sin embargo, este no parece ser el caso ya que existe una

tendencia de crecimiento aun hacia el final del cultivo tanto en 0.1 como en 0.5 vwvm.

El cultivo a 0.5 vwm de la cepa Start, mostré un comportamiento similar al de 0.1 vvm, en cuanto a
aumento de pH y una TOD por encima de 30%, pero un menor crecimiento reflejado en una unidad de
densidad dptica y hasta un 80% menor en UFC mL™ (Tabla 8.4). De la misma manera que en el cultivo a
0.1 vvm, en el flujo de 0.5 vvm se observd la preferencia de consumo de la forma L-malato en la fase

exponencial. Sin embargo, en este caso no consumid ni el 50% de la forma D-malato.

Tabla 8.4 Efecto del flujo de aireacidon sobre el crecimiento de A. brasilense cepa Start en

columnas de burbujeo de 6L a las 28h de cultivo.

FlUjO DOGOOnm o UFC ml-_l Biomasa SD-malato exp QSL-malato exp PHB
deaire (U.A)  (h™) (gL (g/UFC*mL)*h  (g/UFC*mL)*h  (ug/gCDW)
(vwm)
0.1 3.94 0.21 2.86x10° 0.96 4.90E-10 £0.44 | 3.28E-09 +£0.29 7.45
+0.19 | +£0.02 +0.47 +0.35 +0.53
0.5 2.80 0.12 4.85x10° 0.81 2.31E-09 1.94E-08 3.38
+0.02 | £0.02 +0.30 +0.04 +0.07 +0.08 +0.42
1.0 1.15 0.19 3.5x10’ 0.52 2.4E-10 5.19E-09 1.35
+0.01 | £0.01 +0.50 +0.09 +0.01 10.47 +0.27

pH inicial de 7.0 y una temperatura controlada de 30°C.

Durante el crecimiento de A. brasilense cepa Start a 1.0 vvm, se observé una TOD alta durante las 28 h
de cultivo, indicando el exceso de oxigeno en el medio pero con valores de pH similares a los obtenidos
en 0.1y 0.5 vwm. Lo anterior, indica que el oxigeno afectd el crecimiento, reflejado en la densidad dptica
obtenida, asi como en las UFC mL™, las cuales fueron las menores de las tres condiciones (1.15 U.A.(+
0.01), 3.5x10” UFC mL* (+0.50)). A pesar de la baja densidad celular, ésta logré consumir por completo
el isdbmero L-malato, a diferencia de la forma D, la cual practicamente permanecio igual durante todo el
cultivo. Este fendmeno ya habia sido reportado anteriormente por Fallik y Okon (1996) quienes reportan
gue, A. brasilense Gnicamente consume la forma L-malato, por lo que el cultivo con la mezcla DL-malato
representaria un desperdicio del 50% en la fuente de carbono. Cabe destacar que ellos controlaron Ila

TOD entre 30-50% lo cual se podria comparar con las condiciones de 0.5 y 1.0 vvm, ya que la TOD se



mantuvo por encima del 50% y que, de manera similar se observa un consumo deficiente de la forma D-

malato (Figura 8.3 y Tabla 8.4).

La produccion volumétrica de PHB al final del cultivo es 2 veces mayor en el menor flujo de aireacién 0.1
vvm, que en 0.5 vvm y casi 6 veces mas sobre 1.0 vvm, lo cual corresponde con lo reportado [Tal y Okon,
1985; Itzigsohn et al., 1995], en donde se menciona que la limitacién de oxigeno es un factor que
desencadena la acumulacién de PHB. En todos los cultivos, la produccion de PHB es mayor durante la
fase exponencial y decae en la fase estacionaria lo cual corresponde para A. brasilense [Sun, 2002;
Cholula, 2005], y otras bacterias como Azotobacter vinelandii [Page y Knosp, 1989], Alcaligenes latus

[Wang y Lee, 1997] y Pseudomonas putida [Huisman et al., 1992].

La Figura 8.4 muestra el efecto de la temperatra, pH, tensién de oxigeno disuelto sobre el crecimiento
bacteriano de A. brasilense Calf (medido como In DOggonmy UFC mL'l), la produccién de PHB, asi como
el consumo de acido malico (D y L-malato) en los diferentes flujos de aireacién (0.1, 0.5 y 1.0 vvm). El

error corresponde al cultivo duplicado bajo las mismas condiciones.

De la misma manera que en el cultivo de A. brasilense cepa Start, en la cepa Calf se observd un mejor
crecimiento (en promedio 7.8 x10'®+1.31 UFC mL™ (0.1vvm), sobre 5.0x10°+0.20 UFC mL™ (0.5vvm) y
2.6x10° +0.50 UFC mL" (1.0vvm)) en el menor flujo de aireacién (0.1vvm); sin embargo, la diferencia
entre 0.5y 1.0 vvm no fue tan marcada para esta cepa, de hecho la velocidad de crecimiento es mayor
en 1.0 vwvm que en 0.5 vwvm, este fendmeno también habria sido reportado para la cepa JAO3 de A.
brasilense (Didonet y Magalhares, 1997) donde el crecimiento muestra variaciones conforme aumenta
el oxigeno disuelto; es decir el crecimiento a 0.493 mmol O, L es de 0.623 U.A. (660nm), cuando la
concentraciones de oxigeno disuelto aumentan (0.606 mmol O, L™ ), la densidad 6ptica es de 0.466 vy si
se aumenta un poco mas (0.657 mmol O, L™ ), la densidad éptica aumenta con respecto al anterior

(0.605).

Durante el crecimiento de A. brasilense cepa Calf con el flujo de aire de 0.5 vvm, la fase estacionaria
coincidio con el cambio en el pH alrededor de las 15 h, donde se rebasé el limite de pH de 8.5, en el cual
A. brasilense es capaz de crecer [Albrecht y Okon, 1980], no se pudo resolver si el efecto detrimental en

el crecimiento se debe al pH 6 al oxigeno, ya que se requeriria realizar el experimento con pH controlado.
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Por otro lado A. brasilense Calf en el flujo de 0.5 vvm, aumenté el consumo del isémero L-malato hacia
el final de la fase exponencial (entre las 12 y 15 h de cultivo), que fue utilizado para continuar el
crecimiento y no para acumular PHB como suele ocurrir en especies productoras de PHB [Sun et al.,

2000].

El perfil de la cinética de la cepa Calf de A. brasilense en 1.0 vwm (Figura 8.4) es muy parecida a aquella
gue se presenta en la cepa Start al mismo flujo de aireacién (Figura 8.3), donde el flujo de aire es maximo
y se mantiene la TOD en valores por encima del 80%, de igual manera se observa un consumo total del

acido L-madlico y practicamente nulo de la forma D.

Las cinéticas en 0.5 y 1.0 vvm para la cepa Calf son muy parecidas tanto en densidad dptica obtenida
como en biomasa (peso seco y UFC mL™). Sin embargo, a pesar de estar en las mismas condiciones de
pH y concentracién de fuente de carbono que en 0.1 vvm, parece que al estar sobre el 80% de TOD, la

cepa Calf de A. brasilense ésta sufre algun tipo de estrés que detiene el crecimiento.

La Tabla 8.5 resume los parametros cinéticos de A. brasilense cepa Calf, bajo diferentes velocidades de
aireacion. En ella se puede apreciar el efecto negativo a altos flujos de aireacion en la biomasa final
obtenida a las 28h. Sin embargo, la diferencia entre el menory el mayor flujo Unicamente es de un érden
de magnitud en cuanto a UFC mL™ obtenidas a diferencia de la cepa Start, la cual se ve afectada hasta

en dos ordenes de magnitud.

Tabla 8.5 Efecto del flujo de aireacion sobre el crecimiento de A. brasilense cepa Calf en columnas

de burbujeo de 6L a las 28 h.

Flujipde DOsoonm K UFCmL"  Biomasa  OSp.malato exp 0SL-malato exp PHB

aire (U.A) () (gL)  (g/UFC*mL)*h (g/UFC*mL)*h | (ug/gCDW)
(vwm)

0.1 2.88 0.24 | 7.8x10" 1.36 1.2E-10 5.08E-09 1.35

+1.05 | +0.02 +1.31 +0.22 (+0.05) (+0.46) +0.15

0.5 1.41 0.17 5.0x10° 0.75 2.3E-11 1.67E-10 0.68

+0.03 | +0.02 +0.20 +0.02 (+0.03) (+0.02) +0.11

1.0 1.10 0.21 2.6x10° 0.65 2.2E-11 4.79E-09 0.40

+0.14 | +0.01 +0.50 +0.13 (+0.13) (£0.43) +0.09

pH inicial de 7.0 y una temperatura controlada de 30°C.

56




In DO 600 nm

w®
3-1

2

-3
-4

>~

g 1.0:40" 4
¥ T 1.040"" -

20

Tiempo (h)

A. brasilense Calf

1.0x10"" -

30
1.0:10% +

UFC /ml

1.0<10¢

1.0:40% T T J

10+

z e

74

L-malato (g/L)

3
2
1

] 6 T T 1
0 0 10 20 30

N
ol

D-malato (g/L)

—
wn
1

e
wn
1

e
=)

0
0
2.0+

PHB (ug/gCDW)

10
1

-~ 0.1vwm

- 0.5vwm

- 1.0vwm

] o L) v 1
30

°
]
8
8

o

20 3
0 20
10 20

Tiempo (h)

—

30

Figura 8.4 Cinética de crecimiento, consumo de sustrato y produccidon de PHB de A. brasilense

cepa Calf a 0.1, 0.5 y 1.0 vwm en lote.Temperatura controlada a 30°C, sin control de pH en

columnas de burbujeo de 6L por duplicado.

57



Fue en 0.1 vvm, el menor flujo de aireacién probado en este estudio, donde se obtuvo la mayor densidad
celular tanto para la cepa Start como Calf de A. brasilense (Tabla 8.3 y 8.4), ademas se corrobord la
informacién obtenida por parte de la empresa Biofabrica Siglo XXI, la cual menciona que la cepa Calf
crece mas rapido que la cepa Start (en este estudio: 0.24 h™ vs 0.21 h™ en 0.1 vwm respectivamente)
logrando asi una mayor biomasa que la obtenida con la cepa Start a las 28h de cultivo (7.8 x10™° UFC mL’
! vs 2.86 x10° UFC mL™). Sin embargo, la cepa Start acumula hasta 5 veces mas PHB que la cepa Calf en
0.1 vvm. Por esta razon es que el proceso productivo actual de la empresa Biofabrica Siglo XXI realiza el
cultivo en mezcla, ya que la cepa Calf, les ayuda a tener una alta densidad al momento de inocular y la

cepa Start ayuda al establecimiento a largo plazo debido a la acumulacion de PHB.

Las cepas Start y Calf de A. brasilense, son capaces de consumir ambos isémeros de la mezcla DL-malato
a un flujo de 0.1vvm (publicado en Carrasco-Espinosa et al., 2015), a diferencia de lo reportado como
desperdicio del 50% en la fuente de carbono por parte de A. brasilense cuando se utiliza la mezcla DL-
malato (Fallik y Okon, 1996). Adicionalmente, se sabe que en el genoma de algunas cepas de Azospirillum
brasilense (Sp245, Sp7) se encuentran codificadas enzimas malato deshidrogenasa descarboxilantes
(enzimas malicas) cuya reaccién consiste en trasformar el D-malato en piruvato (Uniprot). Por lo que, es
probable que también se encuentren en las cepas Start y Calf y que las condiciones de cultivo en columna
de burbujeo presentadas en este estudio a 0.1 vvm, permitieron observar el efecto de represidon

catabdlica ejercida por el isdomero L-malto sobre el D-malato.

Para tener una referencia de las densidades celulares obtenidas en este estudio, con aquellas que se
obtienen en otros sistemas de cultivo, se eligio comparar con el trabajo de Trujillo-Roldan y
colaboradores (2013); en el que se realizaron cultivos en mezcla (1:1 al inicio del cultivo) de las cepas
Start y Calf de A. brasilense, en un reactor de tanque agitado de 1000L, medio NFb mod, control de TOD
al 30%, asi como control de pH a 7 unidades. Con estas condiciones lograron entre 3.5 - 7.8 x 10° UFC
mL™ (2.7 U.A.), éstas cuentas viables son menores a las obtenidas en columnas de burbujeo para ambas
cepas en el flujo de 0.1vvm, 2.86x10° UFC mL™ (3.94 U.A.) y 7.8 x10'° UFC mL™" (2.88 U.A.) para Start y

Calf respectivamente.

Por otro lado, la viabilidad de los cultivos de las cepas Start y Calf durante los primeros cuatro meses de

almacenamiento, se ve favorecida en la menor velocidad de aireacién probada, 0.1 vvm (Tabla 8.6) y a



un afio permanece en el rango 6ptimo para un inoculante de A. brasilense (10’-10° UFC mL™) segtn lo

reportado [Kapulnik et al., 1985; Arsac et al., 1990, Okon e ltzigsohn, 1995; Schulz y Thelen, 2008].

Tabla 8.6 Viabilidad de los cultivos de A. brasilense en columna de burbujeo a 4 meses y un afio

de almacenamiento, a temperatura ambiente.

Flujo de
Aireacion
Start Calf
vvm Tiempo 4 meses 1 afo Tiempo 4 meses 1 aio
incial inicial
0.1 2.86x10° 2.59x10° 9.52x10° 7.8 x10"° 5.5x10"° | 1.4x10°
+0.47 +0.08 +0.52 +1.31 +0.29 +0.42
%Viabilidad (90.55%) (33.28%) (70.51%) | (1.79%)
0.5 4.85x10° 6.15x10’ 1.25x10’ 5.0x10° 1.20x10° | 1.6x10’
+0.30 +1.86 +0.18 +0.20 +0.46 +0.29
%Viabilidad (12.68%) (2.57%) (24%) (0.32%)
1.0 3.5x10’ 1.4x10’ 3.4x10° 2.6x10° 1.51x10° | 3.1x10®
+0.50 +0.40 +0.84 +0.50 +0.10 +0.39
%Viabilidad (40%) (9.71%) (58.07%) | (11.92%)

Sin embargo, el porcentaje de cuentas viables que se mantienen a los 4 y 12 meses de almacenamiento
es mayor en 1.0 vvm que en 0.5 vvm, por lo que no parece ser un efecto relacionado Unicamente con la
velocidad de aireacidn del que provienen, ni con la cantidad de PHB (como se muestra en la Figura 8.5),
ya que a cuatro meses de estar almacenadas, la cantidad de PHB disminuye drasticamente casi hasta

agotarse. A pesar de que la cepa Start acumulé durante la fase exponencial hasta 3 veces mdas PHB que
la cepa Calf, parece no haber una relacién lineal entre la cantidad de PHB acumulada y la supervivencia

de los cultivos.
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Figura 8.5 Cantidad de PHB de los cultivos a 0.1, 0.5 y 1.0 vwm de A. brasilense Start y Calf a cuatro

meses de estar almacenados

En todos los casos se incluye el dato al término de las 28 h de cultivo (dato inicial) y luego a cuatro meses

(dato final). En el caso de 1.0 vvm para la cepa Start la escala no permite observar la minima cantidad de

PHB acumulada

8.3 Efecto de diferentes perfiles de alimentacién sobre el crecimiento de

A. brasilense en columnas de burbujeo

El cultivo en lote en columnas de burbujeo de 6L con medio NFb, permitio establecer que en el flujo de
0.1vvm, se obtiene la mayor velocidad de crecimiento, densidad celular, asi como producciéon de PHB,
para ambas cepas de A. brasilense (Start y Calf). Por lo anterior es que bajo esas condiciones se evaluaron
tres perfiles de alimentacién en cultivos en mezcla (1:1 cepas Start y Calf al inicio), con la finalidad de

establecer una estrategia que permita tener una mayor concentracién de biomasa viable.

En la Figura 8.6 se muestran las cinéticas de los cultivos control, alimentados: lineal, escalonado y
exponencial de A. brasilense cepas Start-Calf (en mezcla 1:1), por duplicado, en ellos se controlé la
temperatura a 30°C, con flujo de 0.1vvm y sin control de pH. El cultivo control (cultivo en mezcla 1:1
cepas Start y Calf) presenté una velocidad de crecimiento ligeramente superior (0.27 h™ vs 0.21y 0.24h"
') a la de los cultivos Start y Calf en 0.1 vvm por separado, esto se ve reflejado en una mayor biomasa
obtenida a las 28h (3.7 x10™° (+0.20) UFC mL™, ver Tabla 8.7). El cultivo en mezcla generd espuma que

antes no se veifa, la TOD descendié a 0%, y se mantuvo asi hasta el final del cultivo. Este fenémeno,
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parece favorecer la acumulacién de PHB durante el cultivo control en mezcla, ya que se obtuvo un
rendimiento superior de PHB (100.77+5.99 pg/gcdw) que el obtenido para Start o Calf por separado
(7.45%0.53 pg/gcdw y 1.35+0.53 pg/gcdw respectivamente).

Tabla 8.7 Parametros de crecimiento obtenidos en los diferentes perfiles de alimentacién de las

cepas Start y Calf de A. brasilense en columnas de burbujeo 6 |

Perfil de alimentacion DOs6oonm I UFC mL™ PHB
Control (sin alimentacién) | 2.63 0.27 3.7x10"*° | 100.77
+
(#0.07) | (£0.003) | (£0.20) $5.99
Escalonado 3.37 0.31 8.3x10"° | 24.06
+
(#0.19) | (£0.003) | (£0.05) 549
Lineal 2.64 0.38 8.52x10' | 25.57
(0.22) | (+0.006) | (+0.51) +3.54
Exponencial 3.22 0.46 3.9x10"” 2833
+0.70

(£0.05) | (x0.02) (£1.55)

El cultivo escalonado (o por pulsos) muestra un comportamiento de crecimiento similar al obtenido en
el cultivo control (sin alimentar), se observa como las formas D y L malato se acumularon en el medio
(Figura 8.6). A diferencia del cultivo control donde la acumulacién de PHB es evidente (Tabla 8.7), en el
cultivo alimentado escalonado esta acumulacién no ocurrié, probablemente debido a que en el cultivo
control existid la limitacion de algin nutriente como P ¢ S, distinto al oxigeno que desencadend la

produccidn de PHB.

Estudios realizados por Acevedo, E. (datos no publicados) sefialan un decremento ligero en el
crecimiento de A. brasilense cuando se afiaden concentraciones desde 10 g L™ de acido malico y mas
drastico cuando se afiaden hasta 50 g L™ de acido malico. Lo anterior resulta importante ya que, en el
cultivo alimentado por pulsos (escalonado) existen cerca de 14 g I de 4cido malico, que se estan

acumulando en el medio lo cual puede estar limitando el crecimiento de A. brasilense en mezcla.
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Figura 8.6 Cinética de crecimiento, consumo de sustrato, produccion de PHB y variables
ambientales de las cepas Start y Calf de A. brasilense en mezcla (1:1 al inicio de cultivo, 0.1 vvm
en lote alimentado. Temperatura controlada a 30°C, sin control de pH, medio NFb 20X

(alimentacion) en columnas de burbujeo de 6L por duplicado.
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En el cultivo alimentado lineal se observaron altas densidades celulares viables del orden de 8.52 x10"!
UFC mL" (Tabla 8.7); sin embargo, a las 20h de cultivo se empezd a acumular acido malico,
principalmente la forma D- malato, la cual alcanza més de 6 g I'* (2.4 veces mas que la concentracidn al
inicio del cultivo), asi mismo se observé que la forma preferencial de consumo L-malato, no fue
consumida por completo. Esta concentracion de acido malico en el medio no parece ser inhibitoria ya

gue el cultivo continuda creciendo.

El cultivo alimentado de perfil exponencial a 0.1vwvm, es el que presentd la mayor velocidad de
crecimiento especifica. En este perfil se obtuvé la mayor densidad celular viable (3.9 x10™ +1.55 UFC mL’
') a las 28h. En este sentido, el cultivo exponencial cumplié con el objetivo de prolongar la fase de
crecimiento que no se afectd por el incremento de pH ni por la microaerobiosis (TOD 0%) que prevalecio
durante la segunda mitad del cultivo. Los perfiles de concentracién de sustrato muestran que la fuente
de carbono en ningin momento fue un factor limitante y que A. brasilense lo consume vy lo utiliza para

la generacién de biomasa no asi para la produccion de PHB.

La viabilidad de los cultivos alimentados a los 6 meses de almacenamiento, decae de 2 a 3 drdenes de
magnitud en cuanto a UFC mL™? (Tabla 8.8). Los cultivos gue pierden menor viabilidad al estar
almacenados son el cultivo control y el escalonado, que al final de las 28h de cultivo son los que
presentaron menor cuenta viable, por el contrario el cultivo alimentado exponencial que obtuvé mayor

cuenta viable a las 28h de cultivo, fue el que presentd mayor pérdida de viabilidad en almacenamiento.

A los 6 meses, todos los cultivos (control y alimentados) se encuentran dentro del rango para ser
utilizados como inoculantes (10’-10° UFC mL™). Por lo gue, la estrategia de cultivo alimentado lineal y
exponencial permiten obtener altas densidades celulares al final del cultivo (28h), pero no favorece la
viabilidad de los cultivos que termina siendo similar a la que se obtuvo en los cultivos control (en mezcla,

sin alimentar).



Tabla 8.8 Viabilidad de los cultivos de Azospirillum brasilense (en mezcla) alimentados y control

en columna de burbuja a 2 y 6 meses.

Condicidn PHB inicial | Tiempo 2 meses 6 meses
(ng/gcdw) | incial UFC mL™
Control 3.7 x10"° 7.3x10° 2.3x10°
+5.99 (20.20) (£0.18) (+0.36)
%Viabilidad 19.72% 6.21%
Escalonado 24.06 8.3 x10"° 6.42x10° 5.2x10°
+5.49 (£0.05) (£0.215) (£0.17)
%Viabilidad 7.73% 6.26%
Lineal 25.57 8.52x10™ 3.2x10"° 5.3x10°
+3.54 (20.51) (£0.10) (+0.55)
%Viabilidad 3.75% 0.62%
Exponencial |  28.33 3.9x10" | 2.46x10"° | 3.05x10°
+0.70 (+1.55) (£0.23) (+0.71)
%Viabilidad 0.63% 0.07%
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9. CONCLUSIONES

1. Con el medio NFb modificado y gluconato de sodio (5 g L) como fuente de carbono, se logré la
mayor velocidad de crecimiento especifica y la mayor produccion de biomasa de A. brasilense
en matraces con ambas cepas (Start y Calf), comparado con acido malico, succinico y glicerol.

2. El crecimiento de las cepas Start y Calf de A. brasilense en columnas de burbujeo de 6 L se ve
afectado al aumentar el flujo de aireacién. La mayor concentracién de biomasa en ambas cepas
(Start y Calf) se obtuvo en los sistemas con 0.1 vvm.

3. Lacondicidn de aireacion a 0.1 vvm en columnas de burbujeo permite el consumo de la forma D-
malato en ambas cepas de A brasilense (Start y Calf), lo cual no ocurre en las condiciones 0.5 y
1.0 vwm.

4. La acumulacién de PHB en los cutivos en mezcla 1:1 (al inicio) de las cepas Start y Calf de A.
brasilense es mayor a la presentada individualmente.

5. Los cultivos por lote alimentado en mezcla de las cepas Start y Calf de A. brasilense acumulan
PHB de manera muy deficiente comparada con el control.

6. No se encontrd una relacidn entre la cantidad de PHB acumulado y la vida de anaquel presentada
en los cultivos de A. brasilense cepas Start y Calf.

7. El cultivo alimentado de forma exponencial permitié obtener la mayor cantidad de biomasa
viable al final del cultivo comparada con los cultivos de perfiles de pulsos y lineal.

8. La vida de anaquel a los 6 meses es similar entre el cultivo control y los cultivos por lote

alimentado.

10. PERSPECTIVAS

Para incrementar la concentracion de PHB acumulada por las células de A. brasilense, se propone hacer

cultivos alimentados con la fuente de carbono en donde se limite la fuente de fésforo y/o azufre.

Por otro lado, se propone evaluar mediante gPCR las proporciones de las cepas Start y Calf de A.

brasilense, durante el cultivo.
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12. Anexos

Anexo 1

A continuacién se muestra el espectro infrarrojo obtenido del reactivo PHB de Sigma con 98% pureza,
en donde se observan las bandas caracteristicas de este compuesto a 1728 cm-1 (C=0) y 2928 cm-1 (C-

H) [Hon, et al., 1999].
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Figura 12.1 Espectro infrarrojo PHB comercial donde se muestran los picos caracteristicos a 1728 y 2928

cm-1

Debido a las dificultades para obtener la curva estandar de PHB, se utilizé una metodologia modificada
de Law y Slepecky [Cholula, 2005]. En el cual se obtuvo una pastilla blanca que se envio a infrarrojo para

su caracterizacion la cual se muestra en la Figura 12.1.

80



S .
= vV AN
0 S S— "\
\, .
g ~ . N N ‘!
\ - [ [\ /
/ o | | \ /
\ ~ 0 \ | V [
. < | 5 | [
o s Q \ = o® [
® o = \ © | S [
S | § K8 [
- | N NN [
| o R
S | = [
“ 5 |
3 ~
9 o o~
£ ® -
[7e) <
8 =% & ‘
< © © |
£o - <
E® = |
8 [
g
£
= \ |
o |
- \
v
|
|
<
° @
~ ©
0
o
o
©
3 o
<
)
™~
=]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Figura 12.2 Infrarrojo de PHB obtenido en laboratorio.
En esta figura se observa el pico cercano a 1728 reportado para PHB, sin embargo el de 2928 cm-1 se
encuentra opacado por contaminacidn por grupos alcoholes caracteristicos.
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Anexo 2

Los analisis estadisticos se realizaron con el software libre R, con las funciones aov (ANOVA) y tukeyHSD
(Prueba poshoc Tukey)

Start matraces

1.0-
@
()]
£

0.5-

0.0-

Glicero Gluconato Malico
FC
ANOVA
Df Sum Sq Mean Sq | Fvalue | Pr(>F)

Carbono 3 4,476 1.4921

52.36

1.33e-05 ***

Residuals 8 0.228 0.0285

Signif. codes: 0 '***'0.001 '**'0.01'*'0.05'.'0.1"'"'1

TUKEYHSD (posthoc)

Tukey multiple comparisons of means 95% family-wise confidence level

—

Succinico

diff lwr Upr p adj
Gluconato-Glicerol 1.489313743 1.0479315 1.9306960 0.0000222
Malico-Glicerol 1.481621886 1.0402397 1.9230041 0.0000231
Succinico-Glicerol 1.157681886 0.7162997 1.5990641 0.0001419
Malico-Gluconato -0.007691857 -0.4490741 0.4336904 0.9999320
Succinico-Gluconato -0.331631857 -0.7730141 0.1097504 0.1531048
Succinico-Malico -0.323940000 -0.7653222 0.1174422 0.1653265
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Start matraces

1.0e+10-
7.5e+09 -
FC
- E Glicerol
e
&) . Gluconato
Ww 5.0e+09-
- . Malico
E Succinico
2.5e+09 -
—_—
0.0e+00 -
Glicerol Gluconato Malico Succinico
FC
ANOVA
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Carbono 3 9.496e+19 | 3.165e+19 | 13.02 0.00191 **
Residuals 8 1.945e+19 | 2.431e+18

Signif. codes: 0 '***'0.001 '**'0.01'*'0.05'.'0.1"'"'1

TUKEYHSD (posthoc)

Tukey multiple comparisons of means 95% family-wise confidence level

diff lwr Upr p adj
Gluconato-Glicerol 6.815e+09 2738159376 10891840624 0.0030304
Malico-Glicerol 7.900e+08 -3286840624 4866840624 0.9226331
Succinico-Glicerol 2.650e+08 -3811840624 4341840624 0.9965451
Malico-Gluconato -6.025e+09 -10101840624 -1948159376 0.0064355
Succinico-Gluconato -6.550e+09 -10626840624 -2473159376 0.0038803
Succinico-Malico 5.250e+08 -4601840624 3551840624 0.9747964
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Calf matraces

1

0-

(@]
(@)
£
0.8~
0.4-
Glicero Gluconato Malico
FC
ANOVA
Df Sum Sq Mean Sq | Fvalue Pr(>F)
Carbono 3 3.1523 1.0508 779.1 3.33e-10 ***
Residuals 8 0.0108 0.0013

Signif. codes: 0 '***'0.001 '**'0.01'*'0.05'.'0.1"'"'1

TUKEYHSD (posthoc)

Succinico

Tukey multiple comparisons of means 95% family-wise confidence level

diff Iwr Upr p adj
Gluconato-Glicerol 1.27575407 1.1797309 1.3717772617 <0.001 ***
Malico-Glicerol 1.17992538 1.0839022 1.2759485684 <0.001 ***
Succinico-Glicerol 1.05271586 0.9566927 1.1487390464 <0.001 ***
Malico-Gluconato -0.09582869 -0.1918519 0.0001944957 0.0504584
Succinico-Gluconato -0.22303822 -0.3190614 -0.1270150263 0.0003368***
Succinico-Malico -0.12720952 -0.2232327 -0.0311863329 0.0120722*
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Calf matraces

. —

2.0e+10~

1.5e+10 -

FC

O
% 1.0e+10-

5.0e+09 -

0.0e+00 - ——

Glicerol Gluconato Malico Succinico
FC
ANOVA
Df Sum Sq Mean Sq Fvalue | Pr(>F)

Carbono 3 8.590e+20 | 2.863e+20 | 759.9 3.67e-10 ***

Residuals 8 3.015e+18 | 3.768e+17

Signif. codes: 0 '***'0.001 '**'0.01'*'0.05'.'0.1"'"'1

TUKEYHSD (posthoc)

Tukey multiple comparisons of means 95% family-wise confidence level

diff Iwr Upr p adj
Gluconato-Glicerol 20270508747 18665460018 21875557475 <0.001 ***
Malico-Glicerol 1413804922 -191243806 3018853651 0.0856777
Succinico-Glicerol 883804922 -721243806 2488853651 0.3551552
Malico-Gluconato -18856703824 -20461752553 -17251655096 <0.001 ***
Succinico-Gluconato -19386703824 -20991752553 -17781655096 <0.001 ***
Succinico-Malico -530000000 -2135048729 1075048729 0.7228504
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ABSTRACT

Azospirillum brasilense has significance as a growth promoter in plants of commercial interest. Two indus-
trial native strains (Start and Calf), used as a part of an inoculant formulation in Mexico during the
last 15 years, were incubated in laboratory-scale pneumatic bioreactors at different aeration rates. In
both strains, the positive effect of decreased aeration was observed. At the lowest (0.1vvm, air vol-
ume/liquid volume x minute), the highest biomass were obtained for Calf (7.8 x 10'? CFU/ml), and Start
(2.9 x 10° CFU/ml). These were higher in one magnitude order compared to cultures carried out at 0.5 vwm,
and two compared to those at 1.0 vwm. At lower aeration, both stereoisomeric forms of malic acid were
consumed, but at higher aeration, just L-malate was consumed. A reduction in aeration allows an increase
of the shelf life and the microorganism saved higher concentrations of polyhydroxybutyrate. The selected
fermentation conditions are closely related to those prevalent in large-scale bioreactors and offer the pos-
sibility of achieving high biomass titles with high shelf life at a reduced costs, due to the complete use of
a carbon source at low aeration of a low cost raw material as pr-malic acid mixture in comparison with
the L-malic acid stereoisomer.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Among the plant growth promoting rhizobacteria (PGPR),
Azospirillum brasilense is one of the most used and studied for its
ability to increase crops yield, attributed mainly to an enhancement
in root development by the uptake of water and minerals (Fibach-
Paldi et al,, 2012). This is because A. brasilense has the ability to
produce key signals and components of plant growth promotion in
association with several plants, including wheat, sorghum, barley,
rice and maize (Fibach-Paldiet al., 2012; Okon and Itzigsohn, 1995).

A large number of literature has been published on the
mechanisms of action and benefits of the consortium plant-
microorganism (Bashan and de-Bashan, 2005; Fibach-Paldi et al.,
2012). Furthermore, the effect of submerged culture nutrients on
A. brasilense growth has been studied with the aim of increas-
ing bacterial productivity (Albrecht and Okon, 1980; Bashan et al.,

* Corresponding author. Tel.: +52 55 56220192; fax: +52 55 56223369,
E-mail addresses: adridbiomedicas.unam.mx, adrivaldez 1@gmail.com
(N.A. Valdez-Cruz).

http:/ /dxdoi.org/10,1016/j jbiotec.2014,12,020
0168-1656/© 2015 Elsevier BV, All rights reserved.

2011; Fallik and Okon, 1996; Joe et al, 2010; Kefalogianni and
Aggelis, 2002). Malic acid is one of the most common nutrients for
A. brasilense. An important field of study with significant industrial
implications can be the understanding of how operating conditions
can modify biomass yields on cultures, based on the consump-
tion of malic acid as a carbon source. This is because there is a
misunderstanding in the literature about the consumption of both
stereoisomers p- and L-malic acid. Even more, the highest biomass
yields achieved using the mixture of these stereoisomers has been
reported in comparison with other carbon sources, without specify-
ing whether both were consumed by the microorganism (Kamnev
etal, 2012; Konnova et al,, 2003; Rodelas et al., 1994; Westby et al.,
1983). However, Fallik and Okon (1996) reported that A. brasilense
is not able to use the p-stereoisomer. Certainly, as a consequence of
this, t-malic acid is commonly used as a carbon source (Cappuyns
etal, 2007; Ona et al., 2005), supported by the fact that roots selec-
tively secrete the L-stereoisomer, which is used by plants as a signal
to recruit beneficial rhizobacteria (Rudrappa et al., 2008; Westby
et al,, 1983). Nevertheless, p-malic consumption was previously
reported in wild-type strain Sp7 and also in mutant defective to
produce polyhydroxybutyrate (PHB) (Kadouri et al., 2003).
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In addition, the effect of oxygen in the metabolism and growth
of A brasilense has been studied, For example, low levels of oxyzen
can be determinant factor in regulating bacterial growth rate and
production of nitrites {Didonet and Magalhaes, 1997}, and in the
production of indole-3-acetic acid, a well-known auxin {Ona et al.,
2005). Furthermore, high oxygen levels are highly related to floc
formation by A brasilense (joe et al, 2010}, and to the inhibition
of nitrogenase activity {Fadel-Picheth et al,, 1999; Hartmann and
Burris, 1587) On the other hand, in order to obtain large amounts
of inoculants based on A. brosilense, some culture strategies have
been proposed, such as fed-batch cultures (Fallik and Okon, 1558)
or scale-up strategies using the volumetric oxygen transfer coeffi-
cient (Kpa) (Trujillo-Roldan et al., 2013), The use of low Kea values
to succcssful scale-up this bioproccss supports the idea of the sen-
sitivity to oxygen by A, brasilense in submerged cultures [ Didonet
and Magalhaes, 1997; Ona et al., 2005). Here, we evaluate the effect
of three different aeration conditions on A brasilense kinetics of
growth of two native Mexican strains, named Start and Calf, used
as a part of an inoculant formulation in México during the last 15
years, with an application between 50 x 10 and 200 x 10F hectares
per year, Moreover, we evaluated the effect of the aeration on p-
and L-malate consumption ag carbon source, PHB production, fiol-
lowing culture variables such as pH and dissolved oxygen tension,
and one year shelf life of a liquid inoculant formulation based on A,
brasilense from bubble column submerged cultures,

2. Materials and methods
2.1. Micreorganisms and culture conditions

Two native Mexican strains of A. brasilense, named Start and Calf,
from the company Biofabrica Siglo XXI15.A. de C.V. culturecollection
were used (Trujillo-Rolddn et al., 201 3). An additional cell bank is in
the Bloprocess Unit at the Biomedical Rezsearch Institute at UMNARM.
These strains were firstly isolated by Professor |esus Caballero-
Mellado Ph.D. (CCG-UNAM, Mexico), The difference between both
strains is the ability to adapt to different types of soils witkin Mexico
(Trujillo-Roldin et al., 2013). Pre-cultures were performad in 500-
mi Erlenmeyer flasks (Pyrex, México} at 30°C, 150 rpm, containing
100ml of modified NFb, which contains (g/l): 5.0 pr-malic acid,
0.5 KzHPO4, 0.2 MgS04-THz0, 0.1 MNacl, 0.02 CaCly, 0.012 Fe504,
0.0025 MNazMoOy, 0.01 MnS0s, 4.8 KOH, 0.3 NH4C), 0.01 HsBOs and
0.3 of yeast extract.

2.2, Analytical determinations

Bacterial growth was determined by three methocs: optical
density at 600 nm [Beckman DU730 spectrophotometer. IN LISA),
dry weight, and colony forming units {CFU/mi). CFU/ml were deter-
mined by 1:10 serial dilutions with NaCl 0.85%, cultured in solid
NFb medium with Congo red at 30+2°C for 48h. Solid NFb-
Congo red medium contains {g/l1): 5.0 pr-malic acid; 0.5 K;HPO,,
0.2 Mg80,-TH,0, 0.1 NaCl, 0.015 FeCly, 0.3 of yeast extract, and 16.0
af harterinlngiral agar Final CFLfml was derermined by molriply-
ing the number of colonies in the Petri dish by the dilution factor.
CFU/ml was also used for monitoring the shelf-life of the liguid
pre-formulated bacterial cultures at room temperature [22-26-C).
The shelf formulation is a proprietary formulation of Biofabrica
Siglo XXI 5.A. de C.V.,, and trials were made at 4 and 12 months
by triplicate.

Carbon source consumption was performed using an enzymatic
kit for p-malate [Catalog 11215558035, R-Biopharm, Roche, Darm-
stadt. Cermany) and t-malate (Catalog 10139068035, R-Biopharm,
Roche, Darmstadt, Germany). In summary, o-malate is oxidized to
oxaloacetate by nicotinamide adenine dinucleotide (MAD] in the

presence of p-malate dehydrogenase. Oxaloacetate is converted by
the same enzyme to pyruvate and CO;. Wherein the amount of
NADH formed was stoichiometrically equal to the amount of p-
malate. On the other hand, L-malate is oxidized to oxaloacetate by
NAD in the presence of L-malate dehydrogenase, In order to remove
all oxaloacetate, a second reaction takes place catalyzed by the
glutamate-oxaloacetate transaminase, converting all oxaloacetate
to L-aspartate in the presence of L-glutamate. Finally, the amount
of NADH formed was stoichiometrically equal to L-malate, In both
cases, NADH was measured at 334, 340, and 365nm (Sheng et al.,
2010).

Polyhydroxybutyrate [PHB) was quantified by using the method
reported by Law and Slepecky (1961 ), but with some modifications.
Bricfly, vacuum dricd cclls (from 1.0ml of culture medinm) were
incubated for 1h at 30°C with 1.0 ml of sodium hypochlorite (6%,
viv). After centrifugation (11,000 = g. 15 min}, the hypochlorite was
removed, and the centrifuged material was washed with 1.0ml of
distilled water. After washing. 1.0 ml of cold acetone was added,
centrifuged again {11,000 =g 15min) and finally, suspended in
300 pl of ethanol. For PHB hydrolysis to crotonic acid, ethanol
was evaporated by heating the sample at 70°C. Five milliliters
of concentrated Ha50, were added and the covered tubes were
keep in an oven for 4h at 70°C. Cooled samples were measured
at 235nm using Hz504 as blank. The standard linear relation was
PHE [mg/1}=0.1606 x Abs (235nm). quantified by using crotonic
acid {Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO, USA). It has been reported that
the method used in this work showed a strong correlaton when
compared with a gas chromatography based quantification method
[Hohenschuh et al., 2012).

2.3, Culture conditions in prewmatic bioreactors, data acquisition
arnd control

A brasilense Start and Calf strains were grown in individual
500-ml Erlenmeyer shake flasks {Pyrex, México) containing 100 ml
of modified MNFb culture media at 30°C, and 220 rpm {251, New
Brunswick-EppendorfCo., USA} Cultures were carried outin home-
made bubble columns with a nominal volume of Gliters, and
working volume of 5liters [diameter height ratio of 5:1). Aera-
tion rates of 0.1, 0.5, and 1.0 volume of air per medium volume
[vvm) were evaluated for both A. brosilense strains using also the
modified NFb culture media. This bubble columns were designed to
have enough ports for pH and dissolved oxygen tension (DOT) elec-
trodes, as well as inoculation and venting. Air was filtered through
a 0.45 pm flter (Millex, Merck-Millipore, USA] before emering the
column and bubbled through a sintered glass diffuser. Theonly con-
trolled parameter was the temperature (30 °C). DOT, temperature
and pH were displayed online and stored in a hard drive for further
analysis using a homemade data acquisition control syst2m based
on LabView™ (Trujillo-Roldin et al., 2001), and in ADI 1010/1030
Applikon™ data acquisition control system. Off-line optical density
600 nm (Beckman DU730 spectrophotometer, IN USA) was follow
every 4 h during cultures.

24 Primers decign, RNA eetractinn, cTINA synthesis, quannfative
RT-PCR and data analysis

Reference genes (gyrA and glyA) were selected from genes previ-
ously used in guantitative RT-PCR assays for A. brasilense [ Mchillan
and Pereg, 2014} (Table 1}. NCBI's primers blast was used to design
the others primers in Table 1 (Ye et al, 2012). Primer efficiencies
were determined by construction of a standard curve using 4-fold
serial dilutions of pooled cDNA template {Table 1},

Total RNA was collected at 2 and 20h of culture near the
beginning and ending of the exponential growth phase. The ENA
was isolated using the ZR Fungal/Bacterial RNA MiniPrep (Zymo
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Table 1

qRT-PCR primer sets wsed in this study,
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Gems
Eird
£lvd
feud
mdh

Forward primer [ 57-3')
TCACCGACGAAGAGTTGATG
GUACATCLCCAACAAGATCA
AGTCACGAAGCTCCATCAGG
ACGATCGGCCCACTOCTACCTG

Reverse primer{3°-3')
CTCTTCGATCYCGGTCTTRG
COTCTTGCOCTAGGTOTTGA
GAACACGGTTGTCOGTGACGA
CATCTTOTOGADGOCACCG

Amplican gze [bp) Efficiency [%) Relerence
143 100.5 Mchillan and Pereg {2014)
133 082 MchMillan and Pereg {2014}
127 1005 This work
134 8.0 This wark

Research, CA, USA) combined with on-column DNasel treatment
using Turbo-DMNase™ (Applied Biosystems/Ambion, T, USA), fol-
lowing the manufacturer's recommendations. In order to remowve
completely gemomic DMNA, DNAsel incubation was extended to
30min at 37°C. The RMA integrity was verified in 1.5% agarose
gels and the concentration was quantified by measuring the optical
density (OD) at 260 and 280nm in a ManoDrop MD-1000 spec-
trophotometer (Thermo Scientific, MA, USA) The first cDNA strand
was synthesized from 1 pg of total RMNA, using the mouse moloney
murine leukemia virus (MMLY) reverse transcriptase and random
hexamer primer under conditions described by the manufacturer
[Fermentas Life Science, MD, USA). Reactions of 12 ul were eval-
uated, containing 6.0 wl of SYBR green PCR master mix (Applied
Biosystems, CA USA), 150nM of primers, and 530 ng template, The
reaction incubation was 50°C for 2min, 95°C for 10min and 40
cycles of 95°C for 155 and 60°C for 1 min. Amplification was per-
formed in a PikoReal 24 RT-PCR (Thermo Scientific, MA, USA) and
analyzed with PikoReal software 2.2 [Thermo Scientific, MA, USA)L
Amplification efficiency (E} was caleulated [Schwarz et al., 2004},
Specificity of each amplification reaction was confirmed analyzing
the melting curve. All amplification efficiencies were above 98%
[Table 1). All samples were run by triplicate and negative controls
were included. gRT-PCR data analysis was carried out using the
28488 mathod (Livak and Schmittgen, 2001).

2.5, Statistical analysis

All experiments were independently performed at least in trip-
licate, and ditterences among treatments were evaluated with
ANOVA analysis (p=0.05) using DESIGN-EXPERT version B.0 [Stat-
Ease Inc., Minneapolis, MN).

3. Resulis and discussion

3.1. Azospirillum brasilense (Start and Calf strains ) growth and
o/L malate consumprion

The effect of aeration (0.1,0.5 and 1.0 vwm) on pneumatic biore-
actors over the growth and pr-malate consumption of two different
strains of A brasilense (Start and Calf) is shown in Figs, 1 and 2. As
observed, the growth was followed in all cultures by measuring
the optical density and by the colony forming units per milliliter
[CFU{ml] in at least three independent experiments (per aeration
rate). Moreover, with the intention to provide uniformity in com-
paring the growth of A brasilense, it was decided to initiate all
bioreactor cultures at an optical density of 0.1 + 0.04 AU (600 nm)
by using the corresponding volume of incculum from shake flasks.

Fig. 1A-C shows the growth kinetics in optical density of A
brasilense Srart stain cultures, and Fig. 1D-F presents the via-
hility measured as CF1{ml. As nhserved, the highest hinmass
(3.94 £ 0.19AU or 286047 = 10% CFU/ml) was obtained in cul-
tures carried out at the lowest aeration rate (0.1wvm), and
decreased with respect to an increase to 0.5 or 1.0vwm (Table 2}
In order to compare the biomass growth among aeration rates,
the biomass dry weight was determined at the end of cultures
[Table 2). A behavior similar to the optical density and the viability
was found observing a higher biomass (0.96 =0.35g/L) at the low-
est aeration rate, and lower biomass at the higher ones (0,81 = 0.04

and 0.52 +0.09g/L at 0.5 and 1.0vvm, respectively). On the other
hand, the saecific growth rate {calculated by using optical density
data) was lower at 0.5 wwm [0.12 £0.02 h~'), and statistically simi-
larat 0.1 and 1.0vvmwith valuesof 0.21 £0.02 and 0,19+ 00101,
respectively (Table 2). Moreover, in cultures carried out at 0.5 vwm
the biomass growth ceased close to 20 hof culture, and cultures car-
ricd outat 1.0vvm ccascd to grow ncar 10 h of culture, In both cascs
the biomass values were significantly lower than those obtained in
cultures at 3.1 vwm, where the peak biomass growth was obtained
after 25 h of culture (Fig. 1 and Table 2}, The end of the expanen-
tial phase on 0.5 and 1.0 vwm cultures was reached when t-malate
concentration was near or below 0.5 g/l Furthermore, at 0.1 vwm all
p-malate was consumed (Fig. 1G), but the consumption apparently
starts midway through the exponential phase of growth, when L-
malate was below 1.0g/l. At 0.5vvm, almost 1.0g/L of p-malate
was consumed, while at 1.0vvm p-malate was not consumed by
the microorganism (Fig. 1H and I).

A very similar behavior was found in cultures carried out with
A. brasilense Calf strain, where higher biomass was obtained in
cultures carried out at the lower aeration rate (0.1 vwm ) when com-
pared to 0.5 and 1.0vwm (Fig. 2A-C in optical density and Fig. 2D-F
im viability, and Table 2). Moreover, the final biomass concentra-
tion measured by dry weight showed a behavior similar to the
optical density and viability, being higher the biomass at the low-
est aeration rate [1.36 £0.35g/L), than the higher aeration rates
(0.75=0.0¢ and 0.65+0.09g/L at 0.5 and 1.0vvm, respectively).
Furthermore, the specific growth rate was also lower at 0.5 vwm
(0.17=002h ')than at 0.1 and 1.0 vwm with values of 0.24 + 0.02
and U021 £0.01 h~", respectively (Table 2),

Additionally, in cultures carried out at 0.5 and 1.0 vwm. the A
brasilense Calf growth ceased close to 10 h of culture, with a small
decrease in optical density in both cases (Fig. 2B and C). Simi-
larly to A. brasilense Start strain (Fig. 1B and C}, the end of the
exponential phase on 0.5 and 1.0vwm cultures was reached when
L-malate concentration was near or below 0.5 g/1, less than 20% of
p-malate was consumed at 0.5 vwm, and no p-malate consumption
wias observed at 1.0 vwm (Fig. 2H and I). At 0.1 vwm the consumption
of p-malate apparently started midway through the exponential
phase of growth, when L-malate was below 1.0gf1 (Fig. 2G), and
less than 0.5g/l of p- and 1-malate remained at the end of the
cultures. Fallik and Okon {1996) reported that when bioreactor cul-
tures where carried out by a fed-batch strategy using pr-malate as
carbon source, just L-malate was consumed by A, brasilense. In this
case, the dissolved oxygen tension [DO0T) was maintained near 50%
{with respect to air saturation}. However, authors did not mention
the values of aeration or agitation used in those cultures to con-
trol DOT (Fallik and Okon, 1996). The preference of L-malic by A
brasilense instead of the o-form, might be associated to the fact that
roots selectively secrete the L-stereoisomer and apparently plants
use it as a signal to recruit beneficial rhizobacteria (Rudrappa et al.
2008; Wesiby et al., 1983}

The utilization of p-malate and 1-malate as carbon source
under aerobic conditions can be supported by different enzymes
with broad specificity coded in A brosilense genome like 3-
isopropylmalate dehydrogenase (GenBank: EZQ09531.1, coded
by leuB), putative malateflactate dehydrogenase [CenBank:
CCC97273.1) and malate dehydrogenase (GenBank: CCC99457.1
coded by mdh). This could indicate a differential regulation in
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Fife 1. Biomass growth of A, brasdlense Soorr measured as oprical density (A-C), and colony forming units (D-F), p-malate [closed symbols] and 1-malate (closed symbals)
consumption (G-1], pH behavior (J-L), and dissolved oxygen tension {3-0] belavior during cultures carcled cut (0 bubble column Moreactors at aeration rates of 001 (left),
0.5 [center), and 1.0vvm {right],

Table 2
Aetation effects on the kinetic parameters on A, bresilense (Start and Crlf strains] cultunes carried out in presmatic bubhle column bioreactors 3t asration rates of 0,1, 05,
and 1.0wem.
Strain Acration rate [vem) Optical density (AL Viability (CFUml) Biamass (g1) W [hF) PHB (MEBuw )
L8| 3494 + 0,19 286 + 047 = 107 0.96 + 035 0.21 = 0.02 745 + 0.53
St L1} 280 £ D2 4.E5 £ 0.30 = 10¢ 0LEL = 0.04 012 = 002 138 £+ D42
1.0 1.15 £ ul 315+ 050 = 10¥ 052 =« 0.09 019 = 0.01 135 £ 027
1 288 £ 145 7.B0 £ 131 = 10" 1.36 = .35 D24 = 0.02 135 £ 015
Calf 05 1.41 4 D03 510 £ 0.20 = 100 0.75 = .04 0.17 + Q.02 058 L0011
1.0 110+ 014 262 = 0.50 = 107 0G5 = 0.09 021 =001 040 + 008

enzymatic activity, particularly in 3-isopropylmalate dehydroge-
nase that has been reported that could catalyzed the oxidative
decarboxylation of p-malate [Drevland et al, 2007), With the aim
of demonstrating the stereospecificity phenomenon of oi-malic
acid consumption, differential expression of mdh and leuB were
measured by gRT-PCR. Samples were taken at 20 h of culture {end

growth phase) and compared with samples from 2 h of culture
[beginning of the growth phase). This comparison was performed
in cultures at 0.1 and 1.0vvm with Starr strain. Under the lowest
aeration rate {0.1vvm}, the mRNA expression profiles at 20h of
culture exhibited an overexpression of leuB (4.21+0.17 fold) and
mdh [2.07 +£0.04 fold). compared with 2h of culture. However,
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Fig. 2. Biomass growth of A, Brasifense Colf measured as optical density (A-C), and colony forming units (D-F), p-malate {closed symbols] and 1-malate (closed symbaols)
consumption (G-1], pH behavior (-L1 and dissalved oxygen temsion {M-0) behavior during oultures carried out in bubble column bioreactors at aeration rates of 0.1 {l=ft],

0.5 {center], and 1.0wm (right L

at the highest aeration rate {1.0vvm), at 20 h of culture feuB was
repressed [—4.76 £0.26 fold) and mdh was maintained constant
[1.16 £0.17 fold) compared with 2 h of culture. As a reference gene
ByrA was used (McMillan and Pereg, 2014), which was maintained
stable under all conditions studied. The information obtained
in this work is the first fact showing differential regulation of
L-malate and p-malate consumption by A brasilense, caused by
differences in aeration that could open a new field of study.
Moreover, the lack of p-malate consumption in cultures carried
out at 1.0vvm in both strains (Figs. 11 and 21}, is certainly asso-
ciated with the decrease in biomass concentration at the end of
the exponential phase, an also with the decrease in optical den-
sity or viability (Figs. 1C and 2C). The decrease in viability might
also be associated with the lack of energy storage molecules as
the intra-polysaccharide polyhydroxybutyrate {PHB), since in those

cultures the lowest amount of this compound for each strain was
obtained at 1.0vvm (Table 2}. The highest PHE concentration was
found at aeration rates of 0.1 and 0.5 vwm in Starrstrain {7.45 =053
and 3.38 2+ 0.42 mgpya gy, respectively), and Calf strain at 0.1 vwm
(1.35+0.15 mgpua/zpw ). In cultures carried out with Calf strain at
0.5 vwm{Fig. 2B) and 1.0 vwm (Fig. 2C}, the optical density decreases
in the last 10h, but not the viability, probably due to a variation in
cell sizes, as a results of the consumption of PHB, when no consump-
tion of p-malate occurs. Nevertheless, when Start strain is cultured
at 0.5vwwm (Fig. 1B), almost 1.0g/L of p-malate was consumed
(Fig. 1H), suggesting that cell sizes were not affected. Although
this work was not aimed to improve the accumulation of PHE, the
data here presented are in agreement with other reports where
values of 2.85 and 2.86 mgpup/gpw were obtained for a minimal
salt medium (MSM), and MSM added with glycerol in A. lipoferum
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cultures (Vendan and Thangaraju, 2007}, However, the data in this
work are lower compared to some reports where values close to 40%
(in dry weight) are reported in various strains; the epiphytic strain
Sp7 (Kamnev et al, 2012; Sun et al., 2000) and endophytic strain
Sp245 (Kamnev et al, 2012), and strain Cd (Okon and Ikzigsohn,
1992; Tal and Okon, 1985).

At lower aeration rates (0.1vwm) the biomass obtained as
measured by optical density (3.94+0.19 and 2,88+ 1.05AU for
Start and Calf strains, respectively) was higher than those previ-
ously reported by our group (Trujillo-Rolddn et al,, 2013), where
4 maximum biomass of 252+ 0.14AL was observed in shake
flagks, 10- and 1000-liter agitated bioreactor cultures at the same
volumetric mass transfer coefficient (kea of 31 h™'). In those biore-
actor, culturing was carried out at 0.5 vvm and the mass transfer
coefficient was settled by changing the agitation rate. Impor-
tantly, the ka in the bubbie columns used in this study at 0.1
vvm was about 26h~', measured by the experimental chemi-
cal (sulfite) oxygen consumpdion method (Trujillo-Roldin e al.
2013} This lower ka value and the lower aeration rares might
be responsible for the higher viability obtained (2.86 =047 = 10°
and 7.80= 1.31 = 10" CFUml for Start and Calf, respectively), at
least one order of magnitude higher in with those
from Trujillo-Roldin et al. (2013), where the final viability for
both strains of A. brosilense were in the range of 4.5 < 107 to
6.1 = 10% CFUmL

Moreover, our data at the lowest aeration rate (0.1 vwm), are
higher than those reported for batch cultures by Ona et al. (2005),
who reported a maximum growth of 1.586= 0,06, 1,338 +0.06,
0.824 + 0,07, and 0.682 +0.06 AU using different carbon sources
as L-malate, p-gluconate, o-fructose, and pr-lactate, respectively.
Each of this carbon sources were used at a concentration of 0.02 M
in minimal medium (Vanstockem et al, 1987), Using 5.0g/L of -
malate, as in this work, Ona et al (2005) reported a maximum of
2,045 + 0.05 ALL However, by a fed-batch strategy did not increase
the biomass growth (1.839+ 0.08 AU} The specific growth rate for
both A brasilense strains in cultures carried out at 0.1 vwm were
similar to those reported by Ona et al (2005) (0.20+0.03h-")
However, Ona et al. (2005) reported that two distinct growth pat-
terns were observed in the growing phase; an initial fast growing
phase (j1;) followed by a second slow growing phase (j;) The
transition was observed when the carbon source was exhausted.
An average of 0.20-+0.03 and 0.09+007h ' were reported for ji,
and jiy, respectively. Here, no deceleration phase was observed at
any aeration condition (Figs. 1 and 2). This may be due to differ-
ences in the culture medium used by Ona et al. (2005 ) assoclated to
different carbon source consumption metabolism in each growing
phase,

Although the tendency in the effect of the aeration rate remains
similar in both strains, being higher blomass growth at lower aer-
ation rates, significant differences between the two strains were
found, when compared at the same culture conditions (Table 2),
Similar behavior was also observed in both strains in shake fasks
and 10 liters agitated bioreactors [Trujillo-Rolddn et al., 2013}, This
is probably due to an increased capacity in the accumulation of
Intracellular polyhydroxyalkanoates (mainly polyhydroogybutyrate
or PHB) for the A brasilense Start strain. While higher PHB accu-
mulation at lower aerations was observed in both strains, a higher
PHB yield was obtained in those cultures with A brasilense Start,
under the same aeration rate, than those carried out using the
Calf strain (Table 2} Previously, the phbC gene which is respon-
sible for the last step in the polymerization of PHB was mutated
(by insertion of 2 kanamycin resistance cassette) and a decrease in
the ability of A. brasilense to survive under endure starvation condi-
tions were found (Kadouri et al, 2002). However, cell aggregation,
root adhesion, and exo and capsular polysaccharides production
were higher in the phbC mutant. This would allow us to suggest

that fior those cultures carried out in higher conditions of aeration
(0.5 and 1.0vvm). wherein the PHB production is decreased, and
some other metabolic events associated with the production of exo
and capsular polysaccharides can be enhanced. Moreover, we were
not able to find a linear relation between the three methods to
determine A brasilense growth (Table 2), This is mostly due to the
differences in capsular and exopolysaccharides produced at each
aeration condition, and the strain used.

3.2, Behavior of process parameters; pH and dissolved axygen
tension

In consideration for a simple, cheap and efficient processes,
non-controdled pH cultures was used, because the viabilities and
optical densities obtained were in the same magnitude order
[Figs. 1}-L and 2J-L) than those previously reported wherein the
pH control was made (Ona et al. 2005; Trujillo-Roidin et 2L, 2013)
An increase in pH was observed in all cultures from the beginning,
where all cultures started with a pH close to neutrality (Fig. 1j-L)
However, as aeration increases. the cultures end with a higher pH,
being close o 9.0 for those cultures carried out at 0.1 vwm, and up
to 9.5 in those performed at aeration rates of 0.5 and 1.0 vwm. This
behavior was similar in the bath strains of A brasifense evaluated,
being more erratic in Calf strain cultures (Fig. 2)-L)

A brasilense growth in a wide range of external pH due to its
capacity to regulate and stabilize their internal pH (Bashan et al.,
19495), particularly isalated from neutral and alkaline soils (Bashan
et al, 1995; Harthmann et al., 1991). It has been reported that
when A brasilense grown on malic acid release ammonia modi-
fying the medium which becomes alkaline (Christlansen-Weniger
and Van Veen, 1991), as observed in this work with pH up to 9.5
{Figs. 1]-L and 2]-L). Furthermore, under alkaline pH A. brasilense
produces lysing, arginine and metionine in chemical defined media
using malic acid as a carbon source (Rodelas et al.. 1994). Moreover,
to regulate their internal homeostasis A. brasilense increases the Na
maotive force from environment 1o inside the cell and improve the
growih and survival at high pH (New and Kennedy, 1989; Bashan
etal, 1995)

On the other hand, different behaviors of dissolved oxygen ten-
sion (DOT, with respect to air saturation) were seen as a function
of the aeration used in cultures (Fig. 1M-0) In those cultures per-
formed with A brasilense Start at 0.1 wm two drops of DOT from
100% to values near 50% were detected (Fig. 1M). This is most likely
caused by the change of metabolism, probably due preferentially
toL-lactate consumption at the beginning of culture, and thereafter
o-lactate (Fig. 1G}). Nevertheless, in cultures carried out to 0.5 vwm,
only one drop in DOT was observed (from 100% to almost 70+ 15%),
as a comsequence of the consumption of L-lactate. In addition, in cul-
tures carried out at 1.0 vwm no change in DOT was observed, This is
probably because the oxygen transfer rate under these conditions
exceeds the oxygen uptake rate, thus maintaining the DOT constant
near 100%. In the case of Calf strain, only one decrease in DOT was
observed when -malate values were near 1.0g/L Most probably,
in this strain the specificity change to consume the p-stereoisomer
is lighter than what can be seen in Start strain. The differences in
the trends of the DOT berween those cultures carried out with both
strains at 0.1 vwm (Figs. 1M and 2M) and 0.5 vwm (Figs. 1N and 2N}
are surely due to different specific oxygen consumption rates (gg, ],
caused by the physiological differences between strains. Our resulrs
in rerm= of the specific growth rate are in the same range of those
reporied by Faul et al. (19%0) who reported a decrease in specific
growth rate (0.17h ') in A Hpoferum submerged cultures carried
out at high DOT (>85%), but in cultures carried out at lower DOT
(near 30%) higher specific growth rates (0.26h-") were obtained
(Paul ex al., 1950}
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Flg. 3. Shelflife viability of the Hquid inoculants formalation of A, brasilense strains Srarrd A) and Calf(B) for 4.and 12 months, maintained at soem termperatuse (ciroa 22-26-CJL
and measured &5 colony-forming wiies [CRUjml) far cultures cultured in bubble column at @1, 0.5 and 1.0vwm.

33. Shelf life viability of Azespirillum brasilense {Calf and Start
strains)

The growth promotion in plants depends directly on the pres-
ence of live bacteria. and the decrease on bacterial viability through
time determine the shelf life of an inoculant formulation (Trujillo-
Roldin et al, 2013} In this order, the inoculants available in
the Mexican market are in-between 1x 107 and 1 x 10% CFUjml,
and 250 ml of pre-formulated product is an adequate amount for
1.0hectare (2,47 acres). Thus we characterized the shelf life of lig-
uid inoculant formulations based on the cultures carried out at
0.1, 0.5 and 1.0vvm in both strains. We stored at room temper-
ature {(cirea 22-26"C), liguid inoculants formulation for 4 and 12
months. Enough samples of each culture (in both strains) were
saved (Trujillo-Rolddn er al. 2013), and at least three samples were
sacrificed each time a viability reading (as CFU/ml) was performed.
Mo significant differences in viability were obtained in the formu-
lations of the first 4 months shelf life from cultures carried out at
0.1 vwm in both strains (Fig. 3). In A brasilense Start, the viability
was 2862 0.47 x 10° CFU/ml. and at the end of 4 months the via-
bility obtained was 2.59 + 0,08 = 10° CFU/ml(Fig. 31 InA brasilense
Calf, the viability obtained was one order of magnitude higher
(7.80+1.31 = 10™ CFU/ml), and at the end of 4 months similar
viable cells were measured (5.50 +0.28 = 10'" CFU/ml}. However,
even at aeration rates of 0.5 or 1.0 vwm, a decrease in viability
was observed after 4 months of storage in both strains. More-
over, one order of magnitude was lost after a period of one-year
shelf life for all cultures carried out, except those carried out at
0.5 vwm with Calf strain where a decrease of two magnitude orders
was obtained. These data are in agreement with those previously
reported by our group, where one order of magnitude on viability
decrease was obtained after one year of storage in a liguid for-
mulation where both strains were mixed [Trujillo-Roldian et al.,
2013). Our results are similar to those obtained in fed-batch cul-
tures of A brasilense where 1-3 » 10'% CFU/ml were obtained, and
two magnitude orders of viability were lost after 6 months of stor-
age on different solid carriers (ground or granular peat, vermiculite,
talcum powder, basalt granules, and bentonite) (Fallik and Okon,
1996].

Storage and utilization of polybetahydroxyalkanoate polymers
(mainly polyhydrosxybutyrate) are important to the shelf life of the
bacteria in the production of inoculants (Okon and ltzigsohn, 1995},
Although the aim of this work was not the improvement of PHB
during culture, we measured the amount of this biopolymer at the
beginning of storage conservation [Table 2}, and twelve months
later. It is worth saying that whenever an experiment was done, the
liquid inoculant product was formulated for shelf life. Very small
amounts of PHB were found at the end of the shelflife storage of all
cultures, Justin those cultures carried out at 0.1 vvm by A. brasilense
Srart, 0.42 +0.11 mgpya/Emy was observed. In all other cultures,
smaller amounts as low as 020 mgpye/gow were detected. Those

data are in agreement with those reported by Kadouri et al. (2002),
who reported that a phbC mutant (gene responsible for the last step
in the polymerization of PHB) decreases the ability of A. brasilense
to survive under endure starvation conditions. Moreover, in the
presence of stress factors such as desiccation or osmaotic stress,
enriched cells containing PHB survived better than cells with low
PHB content {Okon and Itzigsohn, 1992

4. Conclusions

This work provides, for the fist time, an insight of how typi-
cal culturing conditions in pneumatic bioreactors, such as aeration
rate, can modify A. brasilense stereospecificity for its carbon source.
A reduction in aeration rate resulted in an increase of final biomass
and increased the consumption of p-malate, at higher aeration
rate only L-malate was consumed. Furthermore, for A brasilense
a reduction in aeration rate allows an increase of the shelf life
with less viabilicy loss compared to higher aeration rates. Finally, it
was proved that those microorganisms cultured with low aeratien
rates saved higher concentrarions of PHB, which is associated with
increased shelf life.
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