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RESUMEN
Efi la presente investigacion se plante6 como objetivo principal incrementar la
carga microbiana de Rhizobium en un sistema de fermentacion por lote, con el
carbohidrato mas apropiado y con agitacion magnética, el cual fue realizado en
el laboratorio de Rhizobiologia del Programa de Investigaciéfi en Pastos y
Ganaderfa de la Facultad de Ciencias Agrarias-UNSCH, a 2750 m.s.n.m. El tipo
de investigacion fue experimefital- aplicativo.
Para la determinacion de la carga microbiana de las cepas de Rhizobium
leguminosarum bv. viceae (Cepal), Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
(Cepa2), Rhizobium meliloti (Cepa3), generadas en tres fuentes de carbono
(manitol, sacarosa y glicerol) y producidos en agitacion magnética y manual, se
utilizé las técnicas de recuento de células viables en placas de petri con medio
LMA (Agar Extracto de Levadura y Manitol), y de cultivo de Miles y Misra
descrito por Vificent (1975).
Se empled el disefio completamente al azar con 2 repeticiones por tratamiento y
se determind el andlisis de varianza para cada criterio de evaluacion
contrastando con la prueba de Duncan (0.05).
La agitacién magnética permiti6 obtener mayor carga microbiana para las cepas
1, 2, y 3 cargas de 84x107 UFC/mL, 83x107 UFC/mL, 83 x10" UFC/mL
respectivamente, en comparacion de la carga obtenida con agitacion manual que
fue de 78 x107 UFC/mL, 77 x107 UFC/mL 78 x107 UFC/mL, resultado que tiene
significaficia estadistica.
Con el uso del maifitol como fuente de carbono se obtuvo mayor carga
microbiana para las cepas 1, 2, 3 que fue de: 86x10’ UFC/mL, 84x10” UFC/mL,
82x107 UFC/mL, respectivamente en comparacion con los ofros az(icares.
Palabras claves: Rhizobium, biomasa, fermentacioén por lote
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ABSTRACT
In the present investigation she thought about as main objective to increase the
microbial load of Rhizobium in a system of fermentation for lot, with the most
appropriate carbohydrate and with magnetic agitation, which was carried out in
the laboratory of Rhizobiologia of the Program of Investigation in Grasses and
Cattie raising of the Ability of Sciences Agrarian-UNSCH, to 2750 m.s.n.m.
For the determination of the microbial load of the stumps of Rhizobium
leguminosarum bv. viceae (Cepal), Rhizobium leguminosarum bv. ftrifolii
(Cepa2), Rhizobium meliloti (Cepa 3), generated in three sources of carbon
(manitol, sucrose and dlicerol) and taken place in magnetic and manual agitation,
it was used the techniques of recount of viable celis in badges of Petri with half
LMA (Agar Extract of Yeast and Manitol), and of cultivation of Thousands and
Misra described by Vincent (1975).
The design was used totally at random with 2 repetitions by treatment and the
variance analysis was determined for each evaluation approach contrasting with
the Test of Duncan (0.05).
The magnetic agitation allowed to obtain bigger microbial load for the stumps 1,
2, and 3 of 84x10” UFC/mL, 83x10” UFC/mL, 83 x107 UFC/mL respectively, in
comparison of the load obtained with manual agitation that was of 78 x107
UFC/mL, 77 x10” UFC/mL, 78 x10” UFC/mL, result that he/she has statistical
significance.
With the use of the manitol like source of carbon was obtained bigger microbial
load forthe stumps 1, 2, 3 that it was of: 86x107 UFC/ml, 84x10” UFC/mL, 82x107
UFC/mL, respectively in comparison with the other sugars.
key Words: Rhizobium, biomass, batch fermentation.
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l. INTRODUCCION

La multiplicacion de las bacterias del género Rhizobium en medio liquido es uno
de los factores que debe ser considerado en la produccion de inoculantes. Por
ello se realizan muchas investigaciones sobre la cinética de crecimiento de
estas bacterias. Actualmente las industrias de inoculantes tienden a introducir las
mas rigurosas técnicas que permitan obtener altas densidades y alta
productividad con uso de biorreactores. El laboratorio de Rhizobiclogia del
Programa de Investigacion en Pastos y Ganaderia de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, produce inoculantes desde hace 40 afios y cuenta
con una metodologia de produccién de inoculantes, que urge actualizar acorde a
las normas vigentes optimizando algunas variables como la multiplicacién y la
sobrevivencia de las cepas de rizobios en medio liquido y en soporte. La
biomasa es producida en caldo extracto de levadura y manitol (LMC) en balones
de vidrio de 2 litros con un litro de medio, el cual es agitado manualmente una o
dos veces al dia lo que causa la sedimentacién de los nutrientes requeridos por
los rizobios. Esto se presenta como un problema por limitar a la bacteria de los
nutrientes que se encuentran sedimentados. Para mejorar la calidad de biomasa
se realizé el disefio de un agitador magnético que mantuvo en agitacién
constante la fermentacion de tipo batch, el cual permitié6 mantener en suspension
los nutrientes necesarios para dichas bacterias en un ambiente adaptado con

temperatura adecuada para el crecimiento 6ptimo de los rizobios, probandose el



crecimiento de la biomasa con diferentes fuentes de carbono (glicerol, manitol y
sacarosa) (Balatti ,1992). Dentro de este contexto, se establecieron los
siguientes objetivos:
¢ Incrementar la densidad de biomasa de cepas de Rhizobium en un sistema de
fermentacion por lote con el carbohidrato mas apropiado y agitacion constante.
¢ Seleccionar la fuente de carbono (manitol, glicerol o sacarosa) mas apropiada
para las cepas de Rbhizobium leguminosarum  bv. viceae, Rhizobium
leguminosarum bv. trifoliiy Rhizobium meliloti.
¢ Determinar el efecto de la agitacién constante en la produccién de biomasa de

cepas de Rhizobium.



Il. MARCO TEORICO

2.1. RIZOBIOS

2.1.1. Caracteristicas generales

Los rizobios son bacterias Gram-negativas de forma bacilar (0,5 - 0,9 x 1,2-3,0
um). Su temperatura 6ptima de crecimiento est4 comprendida entre 25 y 30°C, y
el pH 6ptimo entre 6 y 7. Son bacterias aerobias. Todas las cepas producen
abundante polisacarido extracelular soluble en agua cuando crecen en medios
de carbohidratos como fuente de carbono (Jordan, 1984).

Tienen la capacidad de invadir los pelos radiculares de plantas leguminosas e
inducir la formacion de nédulos radiculares donde se desarrollan como
simbiontes intracelulares. Las bacterias dentro de estos nédulos presentan
formas pleomérficas y reciben el nombre de bacteroides, en estas condiciones
fijan nitr6geno atmosférico y lo trasforman a amonio utilizable por la planta
hospedera (Jordan, 1984).

2.1.2. Taxonomia

Los rizobios incluyen a todas aquellas bacterias de la familia Rhizobiaceae que
tienen la capacidad de inducir la formacién de nédulos en plantas leguminosas.
La taxonomia de estas bacterias se baso inicialmente en el rango de hospederos
en los cuales podrian nodular. Sin embargo, este sistema de clasificacion fue
abandonada luego de que se reportaron muchas incongruencias y al

demostrarse que los genes para la nodulacion, especificidad por e hospedero y



la fijacion de nitrgeno estan localizados en plasmidos transmisibles. En las
especies de rizobios de crecimiento répido, en base al anélisis de caracteristicas
fenotipicas, simbitticas, morfolégicas fisiolégicas y genotipicas (hibridacién de
acidos nucleicos, secuenciamiento de genes, etc), actualmente estan
reconocidos cuatro géneros de rizobios: Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, y Sinorhizobium (Jordan, 1984; Graham y col., 1991; Holt y col.,
1994; Lindstron y col., 1995).

El género Rhizobium incluye las siguientes especies: R leguminosarum
bv.phaseoli. Rleguminosarum bv. trifdlii. R. leguminosarum bv. viceae. Rloti,
Rgalegae, R. tropici, Rhuakii y R. etki. En este género estan incluidos los
simbiontes de varias especies importantes de leguminosas.

Sawada y col, 2003, menciona que la clasificacion de esta bacteria es la

siguiente:

Dominio : Bacteria

Clase : Proteobacteria alfa

Orden : Rhizobiales
Familia : Rhizobiaceae

Género : Rhizobium

Especie tipo : Rhizobium leguminosarum

Especies : R. leguminosarum, R. trifolii, R. meliloti,R. lupini etc.

El género Bradyrhizobium incluye a los rizobios de crecimiento lento, solo estan
reconocidas dos especies: B. japonicum y B. elkanii, ambas capaces de nodular
en Glycine (soya) (Graham y col., 1991). Adicionalmente este género incluye un
gran numero de cepas conocidas colectivamente como Bradyrhizobium spp, que
nodulan muchas leguminosas tropicales incluyendo algunas de importancia
agrondmica como el pallar (Phaseolus lunatus), el caupi o frijol castila (Vigna

unguiculata), el mani (Arachis hypogaea) (Thies and Singleton, 1991).



El género Azorhizobium incluye sélo una especie Acaulinodans. Las cepas de
esta especie tienen la capacidad de introducir la formacion de nédulos en los
tallos de la leguminosa Sesbania rostrata (Graham y col, 1991).

Las especies Sinorhizobium fredii y S. xinjiangensis fueron propuestas para
agrupar los rizobios de crecimiento réapido capaces de nodular en Glycine (soya).
Posteriormente se han descrito dos nuevas especies: S. saheli y S. teranga,
simbiontes de la leguminosa arb6rea Acacia (Lindstrom y col., 1995).

La especie Rhizobium meliloti, simbionte de las leguminosas forrajeras
Medicago, Melilotus y Trigohella, ha sido renombrada como Sinorhizobium
meliloti en base a varias investigaciones que han revelado sus estrechas
relaciones taxonémicas con los miembros del género Sinorhizobium (Lindstrom y
col., 1995).

2.2. METABOLISMO DEL CARBONO

Los rizobios son quimioorganétrofos. La principal via degradativa de
carbohidratos es la de Enther-Doudoroff (Jordan, 1984). Se ha descrito la
presencia de la enzima de la via Embden-Meyerhof-Parnas en cepas de
Rhizobium y Bradyrhizobium (Mulongoy y Elkan, 1997; Jordan, 1984). Sin
embargo se cree que esta via no tiene importancia fisiologica en el género
Rhizobium (Jordan, 1984; Iigoyen y col, 1990). Las cepas del género
Rhizobium poseen actividad 6 fosfogluconato deshidrogenasa asociada a NADP
(ruta de la pentosa fosfato o ciclo de las pentosas) y metabolizan un rango
mayor de carbohidratos (Jordan, 1984, lrigoyen y col, 1990; Graham. y col,
1991). Las cepas del género Bradyrhizobium no poseen esta actividad, pero
metabolizan algunos compuestos aromaticos (Graham y col,, 1991). El ciclo de
los acidos tricarboxilicos también es operativo y de importancia fisiolégica en
ambos géneros, ademas se ha descrito la presencia de las enzimas del ciclo del

Glioxilato (Jordan, 1984).



En general, los rizobios son capaces de utilizar una gran variedad de
carbohidratos como fuente de carbono.

Pefia y col., 1996, la sacarosa es quiza el disacarido mas comtn en la dieta de
los organismos, cuyos componentes son dos monosacéridos fructosa y glucosa,
donde el OH del carbono 1 de la glucosa y el 2 de la fructosa se unen entre si
para formar el puente glucosidico, en el caso de la sacarosa, al formarse el
enlace entre los carbonos 1 de la glucosa y 2 de la fructosa, el primero queda en
la forma alfa y el segundo en la forma beta. Esta situacion es importante, dado
que los enlaces en el metabolismo se forman y rompen por la accion de
enzimas, las cuales no son capaces de reconocer mas que un tipo de enlace,
alfa o beta, para cual fue disefiado su sitio activo. Por ejemplo la sacarasa es
capaz de romper €l enlace que existe en la sacarosa.

Vincent. 1975, refiere que a menudo los rizobios usan como fuente de carbono el
manitol, pero puede ser sustituido por algunos de los azicares, especiaimente
glucosa o sacarosa. El manitol es un poliaicohol es decir, una molécula que
tenia un carbonilo en uno de los 4tomos de carbono y un grupo aicohdélico (OH)
en cada uno de los demas carbonos, tiene ahora un grupo OH en cada carbono.
El propanotriol, glicerol (C3;HsO3), presenta fres grupos alcohdlicos y es uno de
los principales productos de la degradacion digestiva de los lipidos, paso previo
para el ciclo de Krebs. Se produce también como un producto intermedio de la
fermentacion alcoholica. El propanotriol junto con los acidos grasos, es uno de
los componentes de los lipidos simples, como los triglicéridos y fosfolipidos,
cumple funcion energética (Pefia, y col,, 1996). Es usado en la preparacion de
medios de cultivos para rizobios como fuente de carbono especiaimente para
cepas de crecimiento lento como Bradyrhizobiumjaponicum (Vincent, 1975).

2.3. METABOLISMO DEL NITROGENO |

Los requerimientos de nitrgeno pueden ser satisfechos por nitrato, sales de



amonio (si el medio esta bien tamponado), por muchos aminoacidos (aspartato,
glutamato, histidina, prolina) y péptidos de cadena corta. Algunos aminoacidos
pueden ser inhibitorios (p.ej., glicina). Algunas cepas de Bradyrhizobium aisladas
de Lotononis utilizan bien la peptona (Jordan, 1984).

2.4. REQUERIMIENTOS DE VITAMINAS

La mayoria de cepas de Rhizobium son muy exigentes en cuanto a sus
requerimientos de vitaminas, especialmente las del complejo B (Sierra y col,,
1996). Los requerimientos de tiamina, pantotenato y biotina son variables entre
las diferentes especies de Rhizobium. Sélo algunas cepas de Rhizobium pueden
crecer en un medio mineral simple sin vitaminas. Usualmente Bradyrhizobium no
requiere de vitaminas, con la rara excepcién de biotina, que puede ser inhibitoria
para algunas cepas de este género. R. leguminosarum, R. meliloti y R. loti
{Jordan, 1984).

2.5. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

CIAT. 1987, menciona que el nitrégeno esta presente en los tejdos verdes de las
plantas en concentraciones relativamente altas (1 y 4 %), y en algunas semillas
en concentraciones aun mayores por lo cual se le considera un macro nutriente
primario junto con el fésforo y el potasio, casi todo este elemento se encuentra
en la materia organica.

La fijacién biolégica de nitrégeno es un proceso que imp;ica una gran demanda
de energia, pero en este caso se obtiene de la radiacion solar en condiciones
ambientales de la temperatura y presion. Esto es posible gracias a la presencia
de la enzima nitrogenasa, catalizadora de la reaccion. De aqui se origina la
importancia que tiene el proceso de la fijacion biol6gica de nitrogeno para la
agricultura y la necesidad de desarrollar una tecnologia adecuada para
maximizar el aprovechamiento de este recurso (CIAT, 1987).

Deviin 1970, sefiala que probablemente el papel mas importante del nitrégeno



en las plantas es su participacién en la estructura de la molécula proteica.
Ademas el nitr6geno se encuentra en moléculas tan importantes como las
purinas, pirimidinas y coenzimas. Las purinas y las pirimidinas se encuentran en
los Acidos nucleicos ARN y ADN esenciales para la sintesis de proteinas.

2.5.1. Simbiosis Rhizobium- leguminosa

Madigan y col, 2004, sefiala que una de las interacciones destacadas entre
bacterias y plantas son las que se dan entre leguminosas y bacterias del género
Rhizobium. Las leguminosas son un grupo amplio que se caracterizan por tener
semillas dentro de una vaina. La infeccion de las raices de una pianta
leguminosa con la especie de bacteria apropiada conduce a la formacion de
noédulos radicales que pueden convertir el nitrbgeno gaseoso en nitrégeno
combinado, un proceso de fijacién de nitrégeno.

Ronald (1983) y Valencia (1987), coinciden en sefialar que la asociacién
Rhizobium-leguminosa es un ejemplo caracteristico de la simbiosis. Esta
asociacion es responsable de que cerca del 40% de la fijacion de nitrégeno se
realice por medios biolégicos; para que exista una alta fijaciéon de nitrégeno se
debe contar con ciertos factores que intervienen en la simbiosis de Rhizobium —
leguminosa, como son la efectividad, capacidad hospedante, factores del medio
ambiente, asi como los factores genéticos que determinan la compatibilidad
entre cepa de Rhizobium y la leguminosa.

Peiczar y col, (1990) y Madigan y col., 2004, manifiestan que la fijacién de
nitrégeno por medio de la simbiosis leguminosa — Rhizobium es de considerable
importancia en la agricultura, porque causa un aumento significativo del
nitr6geno combinado en el suelo dado que la carencia de nitrégeno suele darse
en los suelos desnudos y sin abonar, las leguminosas noduladas ofrecen una
ventaja selectiva en tales condiciones y pueden crecer en zonas donde no o

harfan otras plantas



Santillana. 1997, menciona que varias especies de la familia leguminosae son
infectadas por bacterias recientemente reclasificadas en los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium, que forman nddulos en las raices y en algunos
casos en el tallo; la planta proporciona a la bacteria, fotosintatos y recibe a
cambio productos nitrogenados como aminoacidos y ureidos.

La FAQ, 1991, menciona la importancia de algunos elementos indispensables
para la fijacion biolégica de nitrégeno:

e Fosforo

La simbiosis rizobio-leguminosa es altamente sensible a la carencia de fésforo.
El fésforo forma parte de las moléculas de ATP, que son las responsables de la
liberacién e intercambio de la energia. El fésforo es indispensable para la fijacion
biolégica de nitr6geno por la alta energia que este proceso insume (16 moléculas
de ATP/N, fijado) a lo que se debe sumar el consumo para la formacion de los
tejidos de los nédulos y para los procesos de reconocimiento genético (sefiales
entre la planta y el rizobio). Para que sea posible la nodulacién y fijacion de Nz,
es necesario un aporte adecuado de fosforo. Cuando la concentracion de P en la
planta es inferior al 0.2% la nodulacion y la fijacion de N2 son casi despreciables.
Por debajo de 0.1% ni siquiera se formaran nédulos. Las concentraciones de
fésforo en los nédulos son en general, mayores que las concentraciones en el
tallo o en el resto de la raiz.

e Azufre

El azufre cumple una funcién en el metabolismo de los nédulos y forma parte de
ciertas proteinas (ferredoxinas) que intervienen en la reduccion del N2. En
condiciones deficientes, el azufre de la planta se concentra en los nédulos. No se
ha descrito el efecto directo del azufre sobre la nodulacién. Sin embargo, se
observan incrementos en la nodulacién como respuesta a la fertilizacién

azufrada en suelos deficientes en este elemento.



¢ Micronutrientes

En el proceso de fijacién biol6gica intervienen sustancias quimicas (enzimas,

proteinas y otros compuestos) que tienen en su constitucién micronutrientes. Sus

carencias generan por lo tanto fallas en el proceso de fijacion.

TABLA N° 01: Micronutrientes que intervienen en la fijacién biolégica de

nitrégeno
ELEMENTO EFECTO POR CARENCIA FUNCION
Boro Reduccién en el tamafio de los nédulos Divisién celular
Cobalto Reduccion y retraso en la iniciacion Presente en enzimas
nodular Rizobianas
Cobre Reduccion en la fijacion de nitrégeno No es claro
Hierro Reduccidn en 1a iniciacién nodular Constituyente de
desarrollo de los nédulos y tasa de fijacién | proteinas y
leghemoglobina
Molibdeno Nédulos inefectivos y deficiencia por Constituyente de la
nitrégeno nitrogenasa
Niguel Retraso de la nodulacién, reduccién del Presentes en encimas de
crecimiento de la planta plantas y rizobios
Selenio Reduccion de fa actividad hidrogenasa Constituyente de la
hidrogenasa de
Bradyrhizobios
Zinc Reduccién en el nimero y tamafio nodular | Involucrado en la sintesis

de leghemoglobina

Fuente: http://www.nitragin.com.ar/guiahtml.

2.6. INOCULANTES Y CONTROL DE CALIDAD

Los analisis de control de calidad de los inoculantes son realizados por los

mismos laboratorios productores, considerandose principaimente el nimero de
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células no menor a 10 cel/g de inoculante y el nimero més probable (NMP) en
plantulas. Asi también se considera una fecha de vencimiento entre 3 y 5 meses
dependiendo de la cepa y del soporte. Los biofertilizantes Rizomack (UNSCH),
utiizan turba mientras que Ecorizo (UNALM) la mezcla de compost/suelo
estériles (Ormefio y Zufiiga, 1999), como soporte para una concentracién de 10°
rizobios/gramo, teniendo una fecha de vencimiento de 5-7 meses en el caso de
Rizomack y de 2 0 3 meses en el caso de Ecorizo (BIOFAG, 2007).

Mackie y Garcia-Blazquez (1980), seffalan que para realizar los controles de
calidad de inoculantes Rizomack y otorgar fecha de validez o vencimiento de un
determinado lote utilizaron la siguiente escala:

e Menos de 107 bacterias/g de inoculante se desecha

e 1.1x107 a 3.40x 107 ‘ 2 meses de vencimiento
e 345x10"a9.0x10’ “ 3 meses de vencimiento
e 1.1x10%a 3.4 x10° “ 4 meses de vencimiento
e 3.45x10® a9.0x 10° “ 5 meses de vencimiento
e 1.0 x 10°amas “ 6 meses de vencimiento

Vidor (1979), seriala que las cepas de Rhizobium para ser recomendadas a los
fabricantes de inoculantes deberan satisfacer las siguientes caracteristicas:

-« Comprobada eficiencia en experimentacién de campo

o Representar amplio aspecto de nodulacion y eficiencia

¢ Buena capacidad de colonizar y sobrevivir en el suelo

o Alta capacidad de competicién por sitio de infeccion nodular

Existen varios tipos de inoculantes para leguminosas de acuerdo al tipo de
soporte sobre el que se mantienen los rizobios y la forma de preparario. Los

primeros tipos de inoculantes fueron los siguientes:
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a) Inoculantes sobre agar

Fueron los primeros inoculantes comerciales. Consistian de cultivos de rizobios
sobre gelatina y posteriormente sobre agar que se aplicaban directamente sobre
las semillas o0 se mezciaban con suelo y se esparcian sobre el campo (Williams,
1984).

b) Inoculantes liquidos

Los cuitivos liquidos de rizobios séio se utilizaban como inoculantes para
ensayos experimentales de laboratorio o invernadero, y para la preparacion de
los inoculantes sobre soporte sélido. Los técnicos de la empresa lider a nivel
mundial en biofertilizantes NITRAGIM desarrollaron un medio liquido que le
permitié tomar nuevamente la delantera tecnolbégica en inoculacion con una
concentracién de mas de 10° cel/mL. Representan a la mas novedosa y
avanzada tecnologfa de inoculantes. Pueden ser directamente mezclados con ia
semilla con un resultado practico de adherencia muy superior a los que
cualquier inoculante sélido (ain a los que contengan adherentes). También
pueden ser facimente aplicados dentro del surco de siembra con resultados
igualmente satisfactorios (Williams, 1984).

¢) Inoculantes liofilizados sobre talco

La liofilizacion es un proceso que remueve el agua intracelular de una célula
reduciendo el metabolismo y por lo tanto aumentando la longevidad. Los rizobios
asl procesados se mezcian usualmente con taico para facilitar su manipulacion y
utilizacién (Williams, 1984).

d) Inoculantes secados en aceite

Para elaborar este tipo de inoculante, se suspende en cultivo liquido de rizobios
en aceite y mediante burbujeo de aire a través de esta suspension se puede

reducir el contenido de agua de las células sin afectar su viabilidad. Luego del
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proceso de secado, se colectan las células por filtracion o centrifugacion y se
mezclan con un soporte como vermiculita (Williams, 1984).
e) Inoculantes liquidos concentrados y congelados
Este tipo de inoculante se elabora concentrando un cultivo liquido hasta formar
una pasta (aproximadamente 10" UFC/mL). Luego, se empaqueta y se congela
(Williams, 1984).
f) Inoculante sobre soporte sélido .
En este caso se mezcla un cultivo liquido de rizobios con preparados sélidos
(soportes) adecuados para la supervivencia y estabilidad de los caracteres
simbiéticos del cultivo por largos periodos de tiempo (Williams, 1984).
g) Inoculantes granulares
Este tipo de inoculantes son una forma especial de los inoculantes sobre soporte
solido. En este caso se utilizan granulos de turba, arcilla y, ocasionaimente,
vermiculita de 0,297 a 0,841 mm de diametro (Williams, 1984).
2,7. CRECIMIENTO DE POBLACIONES
Madigan, y col, (2004), sefialan que la célula bacteriana es una maquina
sintética capaz de duplicarse a si misma. Los procesos bioquimicos de
crecimiento celular bacteriano suponen no menos de unas 2000 reacciones de
una gran variedad de tipos. El crecimiento se define como el aumento en nimero
de células microbianas de una poblacién, también puede medirse como un
incremento de la masa celular. En un sistema cerrado o con medio no renovado,
también conocido como cultivo monofasico se obtiene una curva de crecimiento
tipica con las siguientes fases:

o Fase de latencia
Cuando se inocula una poblacién microbiana, en un medio fresco por lo general
el crecimiento no comienza inmediatamente sino solo tras un periodo de tiempo,

la cual puede ser breve o larga dependiendo de la procedencia del cultivo y de
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las condiciones de crecimiento.

o Fase exponenciai
Es una consecuencia del hecho que cada célula se divide para formar dos, cada
una de las cuales va a formar otras dos y asi sucesivamente. En general las
células en crecimiento exponencial estan en el estado fisiolégico mas sano y por
ello las células tomadas en el punto medio del crecimiento exponencial son a
menudo las mas indicadas para estudios enzimaticos y estructurales.

* Fase estacionaria
En un sistema de cultivo cerrado, en medio no renovado o monofasico como por
ejemplo un tubo o un matraz, el crecimiento exponencial no se puede proiongar
de modo indefinido.
En la fase estacionaria no hay aumento ni descenso neto en el nimero de
células, en algunos casos puede ocurrir un lento crecimiento durante la fase
estacionaria.

e Fase de muerte
Si la incubacién continua después de que la poblacion haya alcanzado la fase
estacionaria, las células pueden continuar vivas y metabolicamente activas, o
también pueden morir, si ocurre esto (ltimo, se dice que la poblacion esta en la
fase de muerte. En algunos casos la muerte se acompaiia de una lisis celular
real (Madigan y col., 2004).
2.8. MULTIPLICACION DE RIZOBIOS EN MEDIO LiQUIDO
Jordan, 1984, clasifica a las estirpes de Rhizobium leguminosarum bv. trifalii
como estirpes de crecimiento rapido con tiempo de generacién de 2 a 4 horas.
Para la multiplicacion de estirpes los autores en general recomiendan medios de
cultivo que contengan como fuente de carbono el manitol (10 g/litro). Para una

multiplicaciébn a nivel industrial y con la finalidad de abaratar costos de
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produccién indica que el manitol sea sustituido parciaimente o totalmente por ia
sacarosa segln (Somasegaran, 1985).

2.9. TECNOLOGIA DE FERMENTACIONES

La fermentacion se define como un proceso catabdlico en el que una molécula
organica se oxida parcialmente, lo cual tipicamente ocurre en ausencia de
oxigeno y no estd asociado a la cadena respiratoria de electrones a nivel de
membrana. Esta molécula orgénica actia a la vez como donadora y aceptora de
electrones. También se conocen fermentaciones aerobias
(http://es.wikipedia.org/wiki/Rhizobia).

2.9.1. Fermentacién por lote (batch)

Una fermentacién discontinua (en batch) puede ser considerada como un
"sistema cerrado”. Al inicio de la operacién se afiade la solucién esterilizada de
nutrientes y se inocula con el microorganismo, permitiendo que se lleve a cabo la
incubacién en condiciones 6ptimas de fermentacién. A lo largo de toda la
fermentacién no se afiade nada, excepto oxigeno (en forma de aire), un agente
antiespumante y acidos o bases para controlar el pH. La composicién del medio
de cultivo, la concentracién de la biomasa y la concentracion de metabolitos
cambia generalmente como resultado del metabolismo de las células
observandose las cuatro fases tipicas de crecimiento: fase de latencia, fase
logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte
(http://es.wikipedia.org/wiki/Rhizobia).

2.9.2. Disefio y funcionamiento de un fermentador por lote (batch)

Se hace necesario proporcionar un breve resumen de los tipos de fermentadores
disponibles y de sus principales caracteristicas. A continuacién se describe una
ista de 13 puntos considerados como los criterios mas importantes para el
disefio de un fermentador (http//www. disefios de fermentadores.org.htmi).

e El tanque debe disefiarse para que funcione asépticamente durante
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numerosos dias, asi como para las operaciones de mas larga duracion.
Se debe proporcionar un sistema adecuado de aireacion agitacién para
cubrir las necesidades metabdlicas de los microorganismos.

El consumo de energia debe ser tan bajo como sea posible.

Debe tener un sistema para el control del pH.

El fermentador debe tener un sistema para la toma de muestras.

Debe existir un sistema para el control de la temperatura.

Las pérdidas por evaporacién no deben ser excesivas.

El disefio del tanque debe ser tal que las operaciones laborales durante
el funcionamiento, recoleccion, limpieza y mantenimiento sean minimas.
El tanque debe ser versati para la aplicacion de diversas
modalidades de procesos.

Las superficies internas del tanque deben ser lisas, utilizando, donde sea
posible, soldaduras.

La geometria del fermentador debe ser similar a otros tanques mas
pequefios 0 mayores del laboratorio para poder reproducir procesos a
diferentes escalas.

Deben emplearse los materiales mas baratos que proporcionen
resultados  satisfactorios.

Debe existir un servicio adecuado de repuestos para el

fermentador.

El mantenimiento de un ambiente aséptico y unas condiciones aerébicas son,

probablemente, los dos puntos de mayor relevancia que hay que considerar

(hitp//.www. disefios de fermentadores.org.htmi).

- 2.9.3. Factores fisico-quimicos que afectan al rendimiento de las

fermentaciones industriales
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a) Oxigeno

Uno de los factores mas criticos en la operacion de fermentacién a gran escala
es el suministro de un intercambio de gases adecuado. El oxigeno es el sustrato
gaseoso mas importante para el metabolismo microbiano y el ’anhidrido
carbonico es el producto metabélico mas importante. El oxigeno no es un gas
muy soluble ya que una solucibn saturada de oxigeno contiene
aproximadamente 9 mg/L de este gas en agua. Debido a la influencia de los
ingredientes del cultivo, el contenido maximo de oxigeno realmente es mas bajo
de lo que deberia ser en agua pura (Balatti, 1992).

b) Temperatura

La temperatura es otro de los pardmetros esenciales para el éxito de una
fermentacion. Los microorganismos que crecen a una temperatura inferior a la
6ptima tienen retardado su crecimiento y por lo tanto reducida la produccion
celular, es decir su productividad. A fin de obtener rendimientos 6ptimos, las
fermentaciones deben ser llevadas a cabo en un margen estrecho de
temperatura y a ser posible constante (Balatti, 1992).

c) pH

La mayor parte de los microorganismos crecen 6ptimamente entre pH 55y 8,5.
Pero durante el crecimiento en un fermentador, los metabolitos celulares son
liberados al medio, o que puede originar un cambio del pH del medio de cultivo.
Por fo tanto se debe controlar el pH del medio de cultivo y afiadir un 4cido o una
base cuando se necesite para mantener constante el pH. Por supuesto que esta
adicién del acido o base debe ser mezciada rapidamente de tal manera que el
pH del medio de cultivo sea el mismo en todo el fermentador (Balatti, 1992).

d) Agitacién y mezclado

La agitacion es la operaciobn que crea o que acelera el contacto entre dos o

varias fases. Una fermentacion microbiana puede ser considerada como un
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sistema de tres fases, que implica reacciones liquido-sélido, gas-sélido y gas-
liquido. ElI principal propésito de la agitacion es asegurar la suspension
homogénea de los microorganismos en el medio que contiene los nutrientes

(Balatti, 1992).
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il. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL ENSAYO

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Rhizobiologia
del Programa de Investigacion en Pastos y Ganaderia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, ubicado en
el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga y departamento de Ayacucho a
una altitud de 2,750. m.s.n.m.

3.2. MATERIALES

3.2.1. Material biolégico

Cepas

Se utiizaron las siguientes cepas con reconocida capacidad simbittica
pertenecientes a la coleccién del laboratorio de Rhizobiologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

e Rhizobium leguminosarum bv. viceae aisladas de Pisum sativum (arveja).

e Rhizobium leguminosarum bv. trifolii aisladas de Trifdlii repens (trébol).

e Rhizobium meliloti aisladas de Medicago sativa (alfalfa).

3.3. Metodologia

3.3.1. Optimizacién de parametros

En el experimento se realizaron 18 combinaciones (Esquema N° 01), en la que
se estudié el efecto de tres carbohidratos (manitol, sacarosa y glicerol), y el de

la agitacién manual (S/A) y magnética (A) en el crecimiento en medio liquido de
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las siguientes cepas:

e Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Cepa 1)

e Rhizobium leguminosarum bvtrifolii (Cepa 2)

¢ Rhizobium meliloti (Cepa 3)

3.4. METODOS

3.4.1. Mantenimiento, reactivacion y pruebas de pureza de las cepas

a) Los cultivos stock de las cepas fueron mantenidos bajo refrigeracion (4+
2°C) en placas de petri con LMA.

b) Estas fueron sembradas por extensién sobre placas petri conteniendo el
medio LMA-RC. Las placas se incubaron a 28°C hasta el desarrollo de
las colonias tipicas de rizobios (3 a 4 dias para las tres cepas en estudio).

) Para descartar la presencia de microorganismos contaminantes, se
efectud la tincién de Gram.

3.4.2. Preparacion del Pre-indculo
Los pre-inbculos fueron obtenidos en matraces de 250 mL de capacidad
conteniendo 50 mL del medio LC. Se sembré cogiendo una azada de una
colonia tipica de la cepa respectiva desarrollada sobre placas de petri
conteniendo LMA-RC, y fue incubado a 28° C por 72 horas. Las cargas
microbianas de los Pre-in6culos fueron obtenidas utilizando la técnica de
recuento en placa donde se obtuvo un recuento de 10° UFC/mL.

3.4.3. Formulacién de los medios de cultivo

Se iniciaron utilizando la formulacion del medio LMC (caldo extracto de levadura-

manitol), reemplazando el manitol por sacarosa y glicerol segun el ensayo.

3.4.4 Inoculacién

a) El fermentador con 3 fitros de caldo LC fue inoculado con 30 mL del pre-

in6culo, lo que corresponde al 1% del volumen til del fermentador, con la
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ayuda de jeringas estériles. La temperatura de incubacion fue mantenida
entre 28 a 30° C en una caseta de fres metros de ancho y cuatro de largo
adaptado con focos de 50 y 100 Watts, fue agitada a 80 rpm por un agitador
magnético para minimizar el estrés por falta de oxigeno.

b) La multiplicaciéon mediante el método tradicional, consisti6 en sembrar una
asada de in6culo en balones de 2 litros de capacidad con 1 litro de medio de
cultivo LC, la temperatura de incubacién se fue mantenida entre 28 a 30° C
y fue agitada manualmente dos veces al dia. Se realiz6 la técnica de
recuento de células viables en placa en tiempo cero.

3.4.5. Determinacioén de la carga microbiana de rizobios

¢) El nimero de bacterias se determiné cada 24 horas hasta las 168 horas
utilizando el método de recuento de células viables. El método empleado
para la siembra fue el de Miles y Misra (Recuento de células en placa por
gota (Vincent, 1975); donde fueron cultivadas las Gltimas cuatro diluciones

(10~, 10°° ,10%,107) y llevadas a incubacién a 28° C durante 3 a 4 dias.
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3.4.6. Combinacién de los tratamientos

Cepa AZicares Agitacion Combinacién
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Esquema N° 01. Combinacién de los tratamientos en estudio.



3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos se utiliz6 el analisis de
varianza con un modelo factorial (A: Fuente de carbono y B: Agitacién) y la
prueba de Duncan a un nivel de significacion de 0.05; para ver las diferencias
entre los tratamientos.

Para poder interpretar mejor se determin6 las correlaciones entre las variables
que se estimaron mas importantes, tanto en tipo de fermentacion como fuente de

carbono.
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V. RESULTADOS
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Gréfico N° 01. Produccién de células viables de Rhizobium leguminosarum
bv. viceae en funcién a la homogenizacién del medio. Laboratorio de
Rhizobiologia - 2008.
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Gréfico N° 02. Produccién de células viables de Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii en funcién a la homogenizacién del medio. Laboratorio de
Rhizobiologia - 2008.
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Griéfico N° 03. Produccién de células viables de Rhizobium meliloti en
funcién a la homogenizacién del medio. Laboratorio de Rhizabiologia -
2008.
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Gréfico N° 04. Produccion de células viables de Rhizobium leguminosarum
bv. viceas generadas en tres fuentes de carbono. Laboratorioc de
Rhizobiologia - 2008.
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Grifico N° 0S5. Produccién de células viables de Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii generadas en tres fuentes de carbono.

Laboratorio de Rhizobiologia - 2008.
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Grifico N° 06. Produccién de células viables de Rhizobium meliloti

generadas en tres fuentes de carbono. Laboratorio de Rhizobiologia - 2008.
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Griffico N° 07. Cinética de crecimiento de Rhizobium leguminosarum bv.
viceae en funcibn a las homogenizacién del medio. Laboratorio de
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Gréfico N° 08. Cinética de crecimiento de Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii en funcién a la homogenizacién del medio. Laboratorio de
Rhizobiologia - 2008.
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Gréfico N° 09. Cinética de crecimiento de Rhizobium meliloti en funcién a
la homogenizacién del medio. Laboratorio de Rhizobioclogia - 2008.
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Gréfico N° 10. Cinética de crecimiento de Rhizobium leguminosarum bv.
viceae en tres fuentes de carbono. Laboratorio de Rhizobiologia - 2008.
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Gréfico N° 11. Cinética de crecimiento de Rhizobfum leguminosarum bv.
trifolli en tres fuentes de carbono. Laboratorio de Rhizobiologia - 2008.
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Gréafico N° 12. Cinética de crecimiento de Rhizobium meliloti generadas en
tres fuentes de carbono. Laboratorio de Rhizoblologia - 2008.
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Gréifico N° 13. Produccién de células viables de tres cepas de Rhizobium
generadas en tres fuentes de carbono. Laboratorio de Rhizobiologia - 2008.
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Grifico N° 14. Produccién de células viables de tres cepas de Rhizobium
en funcién a la homogenizacién del medio. Laboratorio de Rhizobiologia -
2008.
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V. DISCUSION

En el Grafico N° 01, muestra los resuitados de la prueba de Duncan respecto a
la evaluacién de la produccién de células viables de Rhizobium leguminosarum
bv. viceae en funcién a la homogenizacién del medio, donde se puede apreciar
que la agitacibn magnética permitid6 obtener una carga microbiana de 84x10’
UFC/mL, mientras que la agitacion manual (metodologia tradicional) obtuvo
78x107 UFC/mL.

Al respecto podemos manifestar que fa agitaciobn magnética permiti6 obtener
mejores resultados que la agitacibn manual, resultado que se debe al contacto
entre las fases del medio producto de una agitacion constante, evitando de esta
manera la sedimentacion de los nutrientes y creando un medio homogéneo,
estos resultados concuerdan con las experiencias reportadas por Santillana
(2004), al emplear biorreactor de tanque agitado para la muitiplicacion de las
cepas de Rhizobium leguminsarum bv. viceae que permiti6 obtener cargas
microbianas del orden de 10°UFC/mL. Balatti (1992) menciona que en la
produccion de la masa celular de rizobios son varios los factores influyentes; la
tensiébn del oxigeno, la agitacién, la composicion y volumen del medio, Ia
concentracion celular def in6culo y las condiciones de operacion.

En el Gréafico N° 02, muestra la evaluacién de la produccién de células viables de

Rhizobjum leguminoarum bv. trifolii en funcién a la homogenizacién en la cual se
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carga microbiana, carbono comenzando la fase exponencial a las 24 horas,
llegando al punto maximo de crecimiento a las 72 horas donde se obtuvo la
mayor carga microbiana. La sacarosa y glicerol permitié6 obtener menor carga
microbiana.

Santillana (1994), reporta el estudio de la cinética de crecimiento utilizando el
medio Extracto de levadura manitol- sacarosa, donde obtuvo mayor carga
microbiana para las cepas SEMIA 222, T154, T107 en relacion ¢ la cepa SEMIA
234, la cepa SEMIA 222, después de 60 horas de incubacion alcanzaron ia
mayor carga microbiana manteniendo hasta el final del experimento, mientras
que las cepas SEMIA 235 y T107 presentaron una declinacion marcada a partir
de las 60 horas hasta las 120 horas. La carga microbiana fue mayor para la cepa
SEMIA 222 (0.31h-1). La cepa SEMIA 235 presentd menor tasa de crecimiento
(0.18h-1). Esas caracteristicas son muy importantes cuando se trata de la
seleccion de cepas para la produccion de inoculantes, pues estirpes con menor
tiempo de generacion y mayor tasa de crecimiento aseguran menor tiempo de
permanencia en el fermentador, lo que evita problemas de contaminaciéon y
optimiza el proceso de produccion.

Los Graficos 13 y14, Muestran resultados conjuntos de las pruebas de Duncan
sobre las evaluaciones de células viables de las cepas 1, 2, 3 en funcién a la
homogenizacion del medio y el uso de tres fuentes de carbono, graficas que
permitiran visualizar en conjunto los efectos para una mejor comparacion. |
Los andlisis de varianza para las cepas 1, 2 y 3, muestran una alta significacion
estadistica (0=0.000) para la homogenizacion del medio y el uso de fuente de
carbono; que fue contrastado con la prueba de Duncan el cual determiné que las
3 cepas llegaron a obtener mayor carga microbiana con el uso del manitol y con

agitacion magnética.
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1.

VI. CONCLUSIONES

Se increment6 la carga microbiana en un sistema de fermentacién por lote
usando manitol como fuente de carbono para las cepas de: Rhizobium
leguminosarun bv. viceae, Rhizobium leguminosarun bv. trifolii, y Rhizobium
meliloti producidas con agitacion constante.

Se seleccioné al manitol como el carbohidrato mas apropiado para las cepas
1, 2, y 3 en la multiplicacién en medio liquido, obteniendo cargas microbianas
de 86x10’UFC/mL; 84x10°UFC/mL y 82x10’UFC/mL respectivamente.

Se determiné el efecto positivo de la agitacién magnética en la multiplicacion
de las cepas 1, 2 y 3 en medio liquido logrando obtener cargas microbianas
de 84 x107 UFC/mL ,83 x107 UFC/mL, y 83 x107 UFC/mL respectivamente,
en comparacién con los producidos en agitacién manual que obtuvo cargas
microbianas de 78 x107 UFC/mL, 77 x107 UFC/mL, 78 x107 UFC/mL,

resultado que tiene significancia estadistica.
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Vil. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar para estudios posteriores el uso de nuevas fuentes
de carbono.

2. Realizar estudios evaluando el efecto de diferentes tiempos de agitaciéon en
la etapa de multiplicacién de rizobios en medio liquido.

3. Optimizar mas parametros como pH, aireacién, agitacién, para mejorar la

etapa de muitiplicacién y garantizar mayor carga microbiana.
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ANEXON®01

Cuadro N° 01. Anélisis de varianza para el naumero de unidades formadoras

de colonias de R Jeguminosarum bv. viceae en funcibn a Ila

homogenizacion del medio (agitacion manual y magnética) y tres tipos de

fuentes de carbono (glicerol, manitol y sacarosa).

Suma de
cuadrados Media
Origen tipo i gl cuadratica F Sig.

Fuente de carbono 6,378 2 3,189 25,007 ,000**
Tipo de agitacién 3,255 1 3,255 25,526 ,000™
Fuente de carbono 311 2 155 1,219 302 N.S
Vs Tipo de agitacion
jError 7907 62 128

Total 199,404 68

Total corregida 17,776 67
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Cuadro N° 02. Prueba de Duncan para el nimero de unidades formadoras

de colonias de R. leguminosarum bv. viceae generadas en tres tipos de

ANEXO N°02

fuentes de carbono (glicerol, manitol y sacarosa).

Log UFC/mL
FUENTE DE Subconjunto
CARBONO N |4 2 3
Glicerol 20 |7,79128937
Sacarosa 28 8,03127079
{Manitol 20 8,56704552
Sig. 1,000 1,000 1,000
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ANEXON°03

Cuadro N° 03. Analisis de varianza para el niimero de unidades formadoras

de colonias de R. leguminosarum bv. trifolii generadas segun dos tipos de

fermentadores (agitacién manual y magnética)) y tres tipos de fuentes de

carbono (glicerol, manitol y sacarosa).

Suma de
cuadrados Media
Origen tipo il g cuadrética F Sig.
Fuente de carbono 5,043 2 2522 17,340 ,000*
Tipo de agitacion 2,572 1 2,572 17,687 | ,000**
|Fuente de carbono 653 2 1,326 12,245 | 113
'VS.Tipo de agitacion N.S
JEmor 11,343 78 145
Total 5592,129 84
Total corregida 19,612 83

a. R cuadrado = 422 (R cuadrado corregida = ,385)
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ANEXON°04

Cuadro N° 04. Prueba de Duncan para el nimero de unidades formadoras
de colonias de R. leguminosarum bv. trifolii generadas en tres tipos de

fuentes de carbono (glicerol, manitol y sacarosa).

Log UFC/ml
FUENTE DE Subconjunto
CARBONO N — 2
Giicerol 28 7,81414567
Sacarosa 28 8,22080176
{Manitol 28 8,39976976
Sig. 1,000 083
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ANEXON°05

Cuadro N° 05. Andlisis de varianza para el nimero de unidades formadoras

de colonias de R. meliloti generadas segin dos tipos de fermentadores

(con y sin agitacién) y tres tipos de fuentes de carbono (glicerol, manitol y

sacarosa).
Suma de
cuadrados tipo Media
Origen it g cuadratica F Sig.

JFuente de carbono 1,812 2 906 7,320 ,001**
Tipo de agitacion 3,925 1 3,925 31,706 | ,000**
|Fuente decarbono Vs 018 2 ,009 071 932
Tipo de agitacion N.S
Error 9,657 78 124

Total 5459,640 84

Total corregida 15,412 83

a. R cuadrado = ,373 (R cuadrado corregida = ,333)
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ANEXO N° 06

Cuadro N° 06. Prueba de Duncan para el nimero de unidades formadoras
de colonias de R. meliloti generadas en tres tipos de fuentes de carbono

(glicerol, manitol y sacarosa).

Log UFC/mi
FUENTE DE Subconjunto
CARBONO N 1 2
Glicerol 28 7,85922013
Sacarosa 28 8,07634025
Manitol 28 8,21625506
Sig. 1,000 141
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ANEXON°07

Medio agar extracto de levadura y manitol (LMA)

KHPO, 0.2g
| MgS0,.7H,0 0.2g
NaCl 0.15¢g
Manitot 10g
Extracto levadura 02g
| Agua destilada 1000mL
| Agar 15¢g
pH 6.8
Fuente . Vincent, (1975).
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ANEXON08

Método de recuento de Miles y Misra (recuento en placas de petri por gota)

Colocar las placas de petri con Agar en forma invertida y marcarlas en
cuatro sectores correspondientes. Elegir las diluciones con un contenido minimo
probable de 20 rizobios viables por gota de 0.02cc (1000/cc). Por lo general, esta
sera menor que la que se usa para el recuento comtin en placas.

Sembrar el sector correspondiente en cada una de los cuatro sectores cada una
con una sola gota (0.02 cc) de la dilucién elegida, dejandola caer desde una
altura 2.5 cm. de tal manera que se extienda sobre un area aproximadamente de
2 cm. Incubar en posicion invertida a 26 -28°C durante4 a 5 dias para los
rizobios mas rapidos y durante un lapso de hasta 10 dias para los mas lentos

(Vincent, 1975).



ANEXON"09

Fotografia N° 01. inoculacién ai fermentador con el 1% del volumen uth,
laboratorio de Rhixobiologia, Universidad Naclonal de San Cristébal de

Huamanga, 2008.

58



ANEXON® 10

Fotografia N° 02. Cultivo con una asada (metodologia tradicional),

laboratorio de Rhizoblologia, Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga, 2008,
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ANEXON" 11

ot s e gt oo i snsisphe i antast e atpened |

Fotografia N° 03, Extracclén de la muestra, laboratorio de

Rhizoblologia, Universidad Naclonai de San Cristdbal de Huamanga,

2008.



ANEXON"12

Fotografia N° 04. Fermentador con agitacién magnética, laboratorio de
Rhizoblologia, Universidad Nacional de 8an Cristdba) de Huamanga,
2008.
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N A b e b ot et el asti b b Wt osetab oottt

Fotografia N° 05. Agitador magnético, laboratorio de Rhizoblologia,
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, 2608.

62



ANEXON- 14

Fotografias N° 08. Produccién tradicionali (agitacion manuai),
laboratorio de Rhizobioiogia — Universidad Naclonai de San Cristébai de
Huamanga, 2008.
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ANEXON® 15

Fotografia N° 07. Recuento de rizobios producidos con agitacion
manual, {aboratorio de Rhizobiologia, Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, 2008,



ANEXON16

o

magnética, laboratorio de Rhizobiologia, Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, 2008.
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Revista de investigacién de la facuitad de Cienclas Biolégicas- UNSCH Madue#io, C. y Col.

“Produccion de biomasa de Rhizoblum en un sistema de fermentaciin por jote con agitacion”
Cynthia Carol Maduefio Maduefio. Nery Luz Santillana Villanueva. Fidel Rodolfo Mujica Lengua.

RESUMEN

En la presente investigacién se plante6 como objetivo principal Incrementar la carga microbiana de Rhizobium
en un sistema de fenmentacion por fote, con e carbohidrato més apropiado y con agitacién magnética, € cual
fue realizado en el laboratorio de Rhizobiologia del Programa de Investigacion en Pastos y Ganaderia de la
Facultad de Ciencias Agrarias-UNSCH, a 2750 m.s.n.m. E tipo de investigacion fue experimental — aplicativo.
Para la determinacion de la carga microbiana de Jas cepas de Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Cepal),
Rhizobium feguminosarum bv. trifoli (Cepa2), Rhizobium meliloti (Cepa3), generadas en tres fuentes de
carbono (manitol, sacarosa y glicerol) y producidos en agitacion magnética y manual, se utilizd las técnicas de
recuento de células viables en placas de Petri con medio LMA (Agar Extracto de Levadura y Manitol), y de
cultivo de Mites y Misra descrifo por Vincent (1975).

Se empled ¢ disefio completamente al azar con 2 repeticiones por tratamiento y se determiné el andlisis de
varianza para cada criterio de evaluacion confrastando con la Prueba de Duncan (0.05).

La agitacion magnética permitid obtener mayor carga microbiana para las cepas 1, 2, y 3 cargas de 84x107
UFC/mi, 83x107 UFC/m, 83 x107 UFC/mi respectivamente, en comparacion de la carga obtenida con agitacion
manual que fue de 78 x10’ UFC/mI, 77 x107 UFC/mi, 78 x10° UFC/mi, resultado que tiene significancia
estadistica.

Con & uso del manitol como fuente de carbono se obtuvo mayor carga microbiana para las cepas 1, 23 que
fue de: 86x10" UFC/mi, 84x10” UFC/mI, 82x107 UFC/mi, respectivamente en comparacion con los otros
azlcares.

Palabras clave: Rhizobium, biomasa, fermentacion por iote

ABSTRACT.

in the present investigation she thought about as main objective to increase the microbial load of Rhizobium in a
system of fermentation for fot, with the most appropriate carbohydrate and with magnetic agitation, which was
carried out in the faboratory of Rhizobiologia of the Program of investigation in Grasses and Cattie raising of the
Ability of Sciences Agrarian-UNSCH, fo 2750 m.s.n.m.

For the determination of the microbial load of the stumps of Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Cepat),
Rhizobium leguminosarum bv. trifoli (Cepa2), Rhizobium meliloti (Cepa3), generated in three sources of carbon
{manitol, sucrose and glicerol) and taken place in magnetic and manual agitation, it was used the techniques of
recount of viable cells in badges of Petri with half LMA (Agar Extract of Yeast and Manitol), and of cuttivation of
Thousands and Misra described by Vincent (1975).

The design was used tofally at random with 2 repetitions by treatment and the variance analysis was
determined for each evaluation approach contrasting with the Test of Duncan (0.05).

The magnetic agtation allowed fo obtain bigger microbial foad for the stumps 1, 2, and 3 of 84x107 UFC/mi,
83x10° UFC/ml, 83 x10” UFC/mi respectively, in comparison ofthe load obtained with manual agitation that was
of 78 x107 UFC/mI, 77 x107 UFC/mi, 78 x10” UFC/mi, result that he/she has statistical sighificance.

With the use of the manitol like source of carbon was obtained bigger microbial load for the stumps 1, 2,3 that it
was of: 86x107 UFC/mi, 84x107 UFC/mi, 82x107 UFC/mi, respectively in comparison with the other sugars,

key Words: Rhizobium, biomass, bstch fermentation.

INTRQDUCCION

La muttiplicacion de las bacterias del género Rhizobium en medio liquido es uno de los factores que debe ser
considerado en la produccién de inoculantes. ES por ello que se realizan muchas investigaciones scbre la
cinética de crecimiento de estas bacterias. Actualmente Jas industrias de inoculantes tienden a introducir las
mas rigurosas técnicas que permitan obtener altas densidades y alta productividad con uso de biorreactores. E!
Laboratorio de Rhizobiologia del Programa de investigacién en Pastos y Ganaderfa produce inoculantes desde
hace 40 afios y cuenta con una metodologia de producci6n de inoculantes, que urge actualizar acorde a las
normas vigentes optimizando algunas variables como fa muttiplicacién y 1a sobrevivencia de ias cepas de
rizobios en medio fiquido y en soporte. La biomasa es producida en Caldo Extracto de Levadura y Manitol
{LMC) en balones de vidrio de 2 fitros con un litro de medio, el cual es agitado manualmente una o dos veces
al dia o que causa la sedimentacion de fos nutrientes requeridos por fos rizobios. Esto se presenta como un
probiema por limitar a la bacteria de los nutrientes que se encuentran sedimentados, pafa lo cual se realizé6. el
disefio de:un fermentador de tipo batch de 6 litros de capacidad, con sistema de agitacion magnética; el cual
pormitid mantener en suspension jos nutrientes necesarios para dichas bacterias en un ambiente adaptado
con temperatura adecuada para el crecimiento 6ptimo de los rizobios, probandose el crecimiento de la
biomasa con diferentes fuentes de carbono (glicerol, manitol y sacarosa). Dentro de este contexto, se
astablecieron Ios siguientes objetivos:

* el carbohidrato mas apropiado y agitacion constante.
. Seleccionar la fuente de carbono (manitol, giicerol 6 sacarpsa) mas apropiada para las cepas de
Rhizobium teguminosarum bv. viceae, Rhizobium feguminosarum bv. trifoliily Rhizobium-meliloti.

. Determinar el efecto de la agitacion constante (80 rpm) en fa produccién de biomasa de cepas de
Rhizobium.
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MATERIALES Y METODOS. El presente
trabajo de investigacion se realiz6 en el
Laboratorio de Rhizobiologia del Programa de
investigacion en Pastos y Ganaderia de la
Facultad de Ciencias Agrarias- UNSCH. Auna
altitud de 2,750.m.s.n.m.

Disefio experimental: E! experimento se
conducird con el disefio completamente af
azar con 2 repeficiones por tratamiento.
Material hiolégico: Se utiizaron 3 cepas de
Rh:zobmm con reconocida capacidad

estadistico de los datos obtenidos se utikz6 el
andlisis de varianza con un modedo factorial
(A: Fuente de carbono y B: Tipo de
fermentacion) y ia prueba de Duncan a un
nivel de signiicacion de 0.05; para ver las
diferencias entre los tratamientos.
RESULTADOS
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Gréfico N° 08. Evaluacién de fla
produccién de céiulas viables de
Rhizobium melilot generadas en

tres fuentes de carbono.
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Gréfico N° 08, Cinética de
crecimiento de Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii en
funcién a la homogentizacién del
medio.
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Grifico N° 03. Cinética de crecimiento
de Rhizobium meliloti en funcién a la

homogenizacién del medio.
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Gréfico N° 10. Cinética de crecimiento
de Rhizobium leguminosarum bv.
viceae en tres fuentes de carbono.
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Gréfico N° 12. Cinética de crecimiento
de Rhizobium meliloti generadas en
tres fuentes de carbono.

DISCUSION

En ef Grafico N° 01, muestra los resiftados de
la prueba de Duncan respecto a ta evaluacién
de la produccion de cékidas viables de
Rhizobium fleguminosarum bv. viceae en
funcién a fa homogenizacién de! medio, donde
se puede apreciar que La agitacién magnética
permitid obtener una carga microbiana de
84x10" UFC/mi, mientras que ia agitacion
manual (mefodologia tradicional) obtuvo
78x10” UFCml.

Al respecto podemos manifestar que fa
agitacion magnética permiti6 abtener mejores
resultados que ia agitacion manuai, resultado
que se debe al contacto enfre fas fases del
medio producto de una agitacién constante,
evitando de esta manera la sedimentacién de
i0s nutrientes y creando un medio
homogéneo, estos resuftados concuerdan con
las experiencias reportadas por Santillana
(2004), at emplear biorreactor de tanque
agitado para la muttiplicacion de lkas cepas de
Rhizobium fleguminsarum bv. viceae que
permiti6 obtener cargas microbianas del orden
de 10°UFC/m!. Balatti et af, (1992) menciona
que en fa produccion de fa masa celutar de
rizobios son varios los factores influyentes: ta
tension de! oxigeno, ta agitacion,
composicion y wvolumen del medio, ta
concentracion celular del inbcudo y las
condiciones de operacion.

En el Grafico N° 02, muestra ia evatuacién de
la produccitn de céhilas viables de Rhizobium
feguminocarum bv. trifoli en funcibn a Ia
Homogenizacién en ta cual se aprecia que la

gitacion
UFC/mi, mientras ta agitacibn manual 77x10’
UFC/ml,

En el Grafico N° 03, muestra los resultados de
la prueba de Duncan para la evatuacitn de la
produccion de céhias viables de Rhizobium
meliloti en funcibn a fa hormogenizacion del
medio, donde {a fermentacién producida con
agitacién magnética se difefencia de
significativa con una carga microbiana
obtenida de 83x10'UFC/mi en comparacion
con la fiermentacion producida con agitacion

Maduefio, C. y Col

manudl que obfuvo una carga microbiana de
78x10°UFCm.

En el Grafico N° 04, muestra fa evaluaci6n de la
produccion de céhutas viables de Rhizobium
leguminosarum bv.viceae generadas en tres
fuentes de carbono donde los rangos asignados
por {a prueba de Duncan (ab,c), muestran las
diferencias enfre los tratamientos, siendo el
manitol el carbohidrato que pemmnitid obtener
mayor carga microbiana de 86x107 UFC/mi,
sequidos por la Sacarosa con wna carga
microbiana obtenida de 80x10’ UFCAml, y e
Glicerol report valores de 77x10’ UFC/mi. Al
respeclo ponemos manifestar que esta
preferencia por el manitol como fuente de
carbono se deba posiblemente a ta adaptacién
bloquimica de las enzimas presentes en la cepa
al medio de cultivo Caldo extracto de levadura y
manitol  (LMC), donde es producida
constantemente y posiblemente tome la via
metabdlica mas corta. Ommefio et al, (1998),
indican que es posible utilizar la glicerina y ef
gmtamamdesodiodegradooomerdalpara
remplazar el manitol y el extracto de levadura en
medio LM sin afectar el crecimiento ni la
efectividad  simbidtica en cepas de
Bradyrhizobium sp.,

En el Grafico 05, muestra fa evakuacién de la
produccion de células wviables de Rhizobium
leguminosarum bv. ftrifoli generadas en tres
fuentes de carbono (manitol, gficerol Yy
sacarosa)donde se observa rangos asignados
por la prueba de Duncan, donde el manitol y ka
sacarosa mwuestran igualdad  estadistica
registrandose una camga microbiana de 84x10’
UFCimI y 82x10" UFC/md respectivamente,
mientras el glicerol reportd menor carga
microbiana de 78x10” UFC/mi,

€n el Grafico 06, muestra los resuttados de fa
prueba de Duncan sobre la evaluacion de la
produccion de céhdas viables de Rhizobium
mefiioli generadas en tres fuentes de carbono
{manitol, sacarosa y ghcerol), donde el manitol
reportd una carga microbiana de 82 x 107 UFC/mi
y la sacarosa 81x107 UFC/m! que segin la
prueba de Ouncan se les ubica en el mismo
rango estadistico (3,a) lo que significa que ambos
carbonos tienen el mismo efecto, con el uso de
ghcerot como fuente de carbono no se obtuvo los



a obtener menor carga microbiana que el
producido con agitaciéon estos resuitados
se debe al efecto de la agitacion, que
asegura un buen contacto entre las
fases del medio.

tos Gréficos 10, 11, 12, muestran la
cinética de crecimiento de las cepas 1,
2,3 generadas entres fuentes de carbono
(manitol, sacarosa, y glicerof).Donde se
observa que la fermentacion con manitol

la fase exponencial a las 24 horas,
llegando al punto maximo de crecimiento
a fas 72 horas donde se obtuvo la mayor
carga microbiana. La sacarosa y glicerol
permiti obtener menor carga microbiana.
Santiliana (1994), reporta ef estudio de ia
cinética de crecimiento utiizando el
medio Extracto de levadura manilol-
sacarosa, donde obtuvo mayor carga
microbiana para las cepas SEMIA 222,
T154, T107 en relacién c la cepa SEMIA
234, 1a cepa SEMIA 222, después de 60
horas de incubacidn alcanzaron la mayor
carga microbiana manieniendo hasta e
final del experimento, mientras que las
cepas SEMIA 235 y T107 presentaron
una declinacion marcada a partir de las
60 horas hasta las 120 horas. La carga
microbiana fue mayor para la cepa
SEMIA 222 (0.3th-1). La cepa SEMIA
235 presentdé menor tasa de crecimwento
(0.18h-1). Esas caracteristicas son muy
importantes cuando se trata de la
selamdecepaspamlaproduwonde
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Cynthia Carol Madueiio Maduefio.
R.D. N° 269-2009-FCB- D

En la ciudad de Ayacucho a los dieciocho dias del mes de setiembre del dos mil
nueve en el Auditérium de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, siendo las tres y
veinticinco de la tarde. Se reunieron los miembros del Jurado Calificador
presidido por el M.B. José A. Yaﬂequé Mujica e integrado por e Mg. Fidel R.
Mujica Lengua, Mg. Paula Garcia Godos Alcazar y Dr. Victor Alegria Valeriano,
actuando como Secretaria Docente la Mg. Marta Romero Viacava, para la
sustentacion de tesis, titulada: Produccién de biomasa de Rhizobium en un
sistema de fermentacion por lote con agitacion, presentada por la Bachiller
EN Ciencias Biolégicas Cynthia Carol Maduefio Maduefio, con la cual
pretende obtener el Titulo Profesional de Bibdloga, en la Especialidad de
Microbiologia.

El presidente invitd a la Secretaria Docente a dar lectura a la documentacion
pertinente y dio inicio a la exposicién del trabajo. Concluida la exposicion, el
presidente invit6 a los miembros del Jurado Calificador a realizar las
observaciones y preguntas pertinentes.

Concluidas las preguntas y respuestas, el presidente invité a los docentes a
calificar, para lo cual invitd a la sustentante y publico en general a abandonar el
auditorio, siendo el resultado, el siguiente:

MIEMBRO JURADO EXPOSICION. RPTAPPREGUNTAS. PROMEDIO

Mg. Fidel Mujica Lengua 17 16 17
Mg. Paula Garcia Godos 16 15 16
Dr. Victor Alegria Valeriano 17 16 17

Promedio final 17

Como resultado de la evaluacién la sustentante obtuvo la nota promedio de
diecisiete (17) de la misma que dan fe los miembros del Jurado Calificador
estampando su firma al final del acta.

Siendo las cinco y veinte de la tarde finalizd el acto de sustentaciéon la
sustentacion.
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Miembro - Presidente Miembro - Asesor
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