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RESUMEN.

La aplicacion industrial de las gomas solubles microbianas en agua se basa principaimente en ia
capacidad de alterar las propiedades reologicas del agua y de formar geles. £l bipotimero utilizado en
este irabajo fue obtenido de cuitives de Rhizobium foti, el cual es liberado al medioc como
exopolisacarido(EPS). Por o que el objelivo del presente trabajo fue el de evaluar al exopolisacarido

como posible sustituto de agar bactericlogico en medios de cultivo microbioldgicos.

La cepa utilizada fue Rhizobium loti obtenida de cuitivos de raices de Lotus comnicufatus, La
produccion del exopolisacérido se realizd en un medio de cultivo liguido dptimo para el crecimiento de
las cepas del génere Rbizobium. En ¢f medio de cultivo se ulihizaron dos fuenies de carbono (maniiol v

sacarosal.

La evaluacion det EPS come posible sustituto de agar se realizé preparando tres medios de cultivo, €}
medio de cultivo contral (MC) v los medios experimentales (ME1 y MEZ2) en {os cuales se sustituye el
agar bacteriolégico por el EPS cbtenido. El crecimiento bacteriano se evalud por medio de cuentas
viables segin el método Milles y Mighra, utilizando las siguientes cepas: Staphyfococcus aureus ATCC
6538, E. colf ATCC 25923, Vibrio cholerae 01 Inaba, Micrococcus futeus ATCC 83041 y Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027.

Se uilizd un dinamémetro para deierminar la fuerza de jos geles obtenidos, tanto para el agar
bacteriologico solo, el EPS solo, agar soya tripticaseina (MC} y para los medios experimentales (ME1 y
ME2).

La produccion de EPS obtenida en el medio de cultivo usando como fuente de carbono maniio! fue de
1064/l en peso seco y de 9.5g/ a partir de sacarosa, Las cuentas viables que se obtuvieron en los
medios experimentales ME1 y ME2 son muy similares con respecto ai medio control, asi como también
la morfologia, tamafio y pigmentacion de las colonias de todas las cepas probadas. La fuerza del gel
chtenida de los geles experimentaies (ME1 y ME2), asi como del ge} formado por el exopolisacarido

solo, fue menor a la que se obtuvo del medic control.

Los resultados indican que el exopolisacérido obtenido de Rhizobium loti usando manitol y sacarosa

como fuentes de carbono tienen la capacidad de formar geles y muestran un comportamiente adecuado

para ufilizarse como sustitutos de agar bacteriolégico en la industria microbiologica.

sl

L



1.0. INTRODUCCION.

lLa importancia del uso de agentes gelificantes, se debe principalmente a que los
medios de cultivo sélidos han sido de fundamental importancia para la realizacion de

investigaciones microbiolégicas, desde finales de la década de los ochentas.®™

Al aumentar los problemas de preduccion y cosecha de [as algas marinas, también
aumentan los problemas para obtener el agar bacterioldgico con as caracteristicas de
calidad adecuadas para su uso, por lo que se ha visto la necesidad de utilizar
sustitutos gelificantes en medios bacteriolégicos; tal es é] caso, de los polisacaridos
microbiancs, los cuales, al igual que los polisacédridos de algas, son de gran interés
econdmico, y son producidos usualmente a nivel industrial por fermentacién de

IOte_(SD,SO}

Cahe senalar que |a obtencibn de biopolimeros microbianos, es un proceso que
generalmente se inicia desde ia obtencién del microorganismo productor de
polisacarido, de su habiiat natural; como puede ser el suelo y en algunos casos de

piantas.

En lz agricultura, particularmente en los cultivoes de leguminosas existen
rnicroorganismeos bacterianos que le ayudan a fijar el nitrégenc atmosférico. La
inoculacion de leguminosas con Rhizobium y Bradyrhizobium spp se praclica
comunmente en fodo el mundo para incrementar la produccién de las cosechas de
leguminosas sin la adicion de fertilizantes quimicos nitrogenados desde fines del siglo
pasado.%%

Estos microorganismos producen polisacaridos de tres tipos distintos como son:
polisacaridos extracelulares, estructurales e intracelulares. Los polisacaridos
_bacterianos extracelulares {EPS) aparecen en dos formas, como una capsuia,
denominado polisacarido capsular (CFS) o antigeno K, en donde eir polisacarido esta

intimamente asociado con la superficie celular y puede unirse covalentemente.



En contraste, los polisacaridos liberados estan minimamente asociados con la

superficie celular en forma de macromoléculas o polisacaridos extracelular.®* 7%

Desde hace algunos afios, la produccion de polisacaridos microbianos por
fermentacion ha side una alternativa para usarse en lugar de |as gomas tradicionales
obtenidas de plantas y algas marinas en la industria microbiolégica, en la industria
cosmética, asi como en la industria de alimentos. Las bacterias del género Rhizobium,
pertenecen a la familia Rhizobeacea que son conocidas por producir mezclas
complejas de polisacaridos exiracelutares (EPS), mismos que son recuperados del
sobrenadante de los cuitivos. Las cepas de crecimiento rapido son conocidas por su
capacidad de excretar pofisacaridos solubles (EPS) que causan una alta viscosidad en

medios [iquidos, ***7%

Se ha reportade la capacidad de algunos microorganismos de producir
exopolisacaridos {biopolimeros), mismos que tienen las caracieristicas de aiterar las
propiedades reologicas del agua medificando sus propiedades de flujo, asi como de
formar geles y peliculas; caracteristicas por las que pueden ser utilizados como un
posible sustituto de agar bacteriolégico en medios de cultivo. Ademas se sabe que las
bacterias de género Rhizobium de desarrollo rapide, como es el caso de Rhizobium
foti ticnen ia capacidad de excretar polisacaridos sclubles (EPS), que causan una alta
viscosidad de soluciones acuosas; por las ventajas de produccidn que presentan estos
a diferencia de los obtenidos de algas, se propone el use de estos para tenerlos como
una alternativa més de uso de agentes formadores de ge! en la industria microbioiogica

o para alguna otra area.



2.0 GENERALIDADES.

2.1 Taxonomia de Rhizobium.

Las bacterias que forman nddulos en las raices de leguminosas, en donde llevan a
cabo el proceso de fijacidn de nitrégenc, son clasificadas dentro de los géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, que durante muchos afios fueron
agrupadas junto con las Agrobacterias y Phylobacterias dentro de la familia de las
Rhizobeaceas. El género Rhizobium fue aislado en 1888 por Bejjerink de raices
noduladas y la establecid como el agente causal de la asimilacién de nitrdgeno
atmosférico. El propusc el nombre de Bacillus radicicola para este organismo, pero
fue répidamente renombrado RAizobium - del griego rhize: raiz vy bios; vida - por
Frank en 1888.%%""%%) | a clasificacién taxondémica de las bacterias del género
Rhizobium se muesira en la Tabla 1. En donde el nombre de las especies de los

microcorganismos en la mayoria de los casos corresponde a la planta hospedero que

nodulan, sugiriendo gue la simbiosis es un proceso especifico de especie.

Tabla 1. Clasificacion de las diferentes especies de Rhizobium.®

{58.82)

)

Especie de Rhizobjum Planta(s) hospedero (5)

R. melioti Medicago, Melilotus y Trigonella spp

R. leguminosarum

bv. Viciae, Fisum, Vicia, Lathryrus y Lens spp.

bv. Trfolir Trifolium spp ,

bv. Phaseoli Phaseolus vulgaris.

R. loti Lotus spp.{Lotus comicolatus, Lotus pedunculatus).
R. huakj Astragalus sinicus.

R. cicen Cicer arieticum

R. sp.cepa NGR234 Lequminosas fropicales y Farasponia spp. (no leguminosa)
R.tropici Phaseolus vulgaris, Leucaena spp. y Macrotilium spp.
R. etfi Phaseolus vulgans

R.galegae Galega officinalis, G.crigntalis

R. fredii Glyeine max, G. scja y olras legumimosas.

B. japonicum Glycine max, G. Sq/a y ofras leguminosas

B. elkanit Glycine max, G. soja y ofras leguminosas
Bradyrhizobium spp cepa Parasponia Parasponia spp no legumincsa
Ecaulinodans Seshania spp (nodulacion de tallcs)




Ademas de estos estudios existen otros que han lievado a una clasificacién taxonémica
de estas bacterias basada en la interaccidn planta-bacteria y a su grade de desarrollo,
reconactendo dos grupos distintos. El grupo de desarrollo répido que incluye al género
Rhizobium con ocho especies reconccidas, R. leguminosarum, R. meliloti, R. loti, R.
galagae, R. tropici, R. huakii, R. etli, R. fredii y R. ciceri, aislada de Cicer arietinum
y el grupo de desarrollo lento, que incluyen a) género Bradyrhizobium contiene solo
una especie reconocida B, japonicum. En la Tabla 2 se muestran las deferencias

principales entre las cepas del género Rhizobium de desarrolle rapido y lento.

Ultimamente se han reconccido dos nuevos géneros como son el género

Azorhizobium con una especie, A. caulinodans, y el génerc Sinorhizobium con dos

especies, S. fredii y S. xinjiangensis.*®

Tabla 2. Caracteristicas principales de las cepas de Rhizobjum de desarrollo répido y
(28)

fento.

CARACTERISTICAS | DESARRQLLQ RAPIDO DESARRCLLQO LENTO

Tiempo de generacion <de 6 hrs. > de 6 hrs.

Nutricién de | Uso de pentosas, hexosas, { Uso solamente de peniosas y
carbohidratos. mono-, di- y trisdcaridos. hexosas.

Presencia de flagelos. Peritricos Subpolares.
Localizaciéon del gen| Plasmidos y cromosoma. Cromosoma.
simbiotico.

Resistencia intrinseca Baja. Alta,

a antibidticos.




2.1.1 Caracteristicas generales del género Rhizobium

Las bacterias del género Rhizobium son bacilos gram negativos que miden de 0.5
- 0.9 um de diametro por 1.2 - 3.0 um de largo, son moéviles ya que presentan un flagelo
polar o subpolar, o de dos a seis flagelos peritricos. Son comunmente pleomdrficos
bajo condiciones adversas de desarrollo, no producen endosporas y se pueden
desarrollar bajo tensiones de O; de Q.01 atmdsferas. Su temperatura optima de

desarrollo va de 25-30°C y su rango de pH vade 5.0a 8.0

Usualmente produce considerabie polisacarido extracefular durante su desarrolio sobre
medios que contienen carbeohidratos. Las colonigs son circulares, convexas,
semitransiucidas, elevadas, mucilaginosas y van de incolores a blancas {(existen
algunas cepas que praducen colonias rosas), en medio con manitol, sales minerales y
agar. Se observa un aumento de la viscocidad, la cual se desarrolla después de 2 -3

dias en los medios de cultivo liquidos en agitacion.™"

Todas las especies utilizan un amplio rango de carbohidratos como son. glucosa,
sacarosa y manitol. También requieren de compuestos inorgdnicos que contengan
nitrégeno (NHs y NOs), Algunas cepas ademas requieren factores de crecimiento como

biotina y de otras vitaminas solubles en agua.'"

Algunas cepas de Rhizobium tienen la habilidad de producis acido, obteniendo un
maximo de 2 - 3ml de acido 0.1N por cada 100ml de medio liquido en 48hrs (Laird y
West, 1938):; esto se puede prevenir con un medio amortiguado con buffer, aunque el

pH puede bajar hasta 6.8 después de 144 hrs. de incubacién.®*#%



2.2 Simbiosis Rhizobium - leguminosa.

E! proceso de simbiosis implica la interaccion de plantas leguminosas con bacterias del
género Rhizobium presentes en el suelo, esta interaccién comprende desde el
reconocimiento de la planta hospedadora por parte de la bacteria, la penetracién de [a
bacteria a través de los pelos radiculares hasta las células de la corteza de la raiz y la
formacién de un tejido denominado nédulo. En este tejido, fa bacteria es capaz de
reducir el nitrégeno de la atmésfera, y proporcionaric a la planta en forma de amonio,
el cual es asimilade v transportado a las partes aéreas de la planta para su utilizacion.
A este proceso se le ha denominado fijacion biolégica de nitrdgeno, et cual permite el
crecimiento de las plantas sin la necesidad de aplicar fertilizantes quimices

nitrogenados adn en suelos que carecen de este compuesto.®”

Se piensa que algunos polisacaridos de superficie de Rhizobium son importantes en el
establecimiento de la relacién simbidtica con plantas leguminosas. Ahora bien seria de
gran utilidad saber cual de los polisacéaridos es el mas importante, ya que existen
diversos polisacaridos que han sido descritos, como son: Exopolisacaridos (EPS),

polisacaridos capsulares (CPS), lipopolisacaridos (LFS), etc. @2.38

En los Gltimos afos se han hecho avances importantes con respecto a los mecanismos
que confieren la especificidad Rhizobium-Legumincsa, usando enfoques
muitidisciplinarios en fas areas de biologia molecular, genetica, fisiclogia vegetal,

citotogia y bioguimica.

Durante ios procesos de infeccidén y nodulacidn, ambos simbionies intercambian
moléculas de bajo peso molecular. La planta huésped libera sefiales que estimulan la
expresidn coordinada de genes bacterianos que se requieren para la nodulacion
{genes Nod). Estos éenes a su vez codifican para las enzimas involucradas en [a
sintesis de los “metabolitos Nod” que son oligosacaridos modificados, los cuales

inducen cambios morfolégicos en las raices de tas plantas. ©



Las estructuras quimicas de estos metabolitos Nod son determinantes de Ia
especificidad por el huésped de una bacteria dada. Los inductores de los genes de
nodutacién que son liberados por las raices de las leguminosas son de naturaleza
flavonoide, pudiendo  presentar varias estructuras que hacen distintos estos
compuestos para cada planta. Los metabolitos Nod sintetizados por las bacterias, éon

oligbmeros de N-acetil glucosamina con diversos sustituyentes. 7%,



2.3. Polisacaridos.

Puesto que una gran parte de los quimicos y de los ingenieros quimicos se hallan
involucrados en algin aspecto de la ciencia o de la tecnologia de ios polimeros,
algunos han dado en llamar a nuestro tiempo la era de los polimeros. En realidad,
siempre hemos vivido en una era de los polimeros. Desde las primeras civilizaciones
sudamericanas como la azteca ya ufilizeban el caucho (Hevea brasiliensis) para
fabricar articulos elasticos o impermeabilizar tejidos.”" Como podemos ver todos son

en su mayoria pelimeros y son importantes para Ja vida tal y como la conotemos.

La palabra polimero se deriva del griego poli y meros, que significan muche y partes
respectivamente. Algunos cientificos prefieren usar el térming macromolécula, o
molécula grande, en jugar de polimero. Otros sostienen que los polimeros naturales, o
biopolimeros y los polimeros sintéticos deberian estudiarse en cursos diferentes. Sin
embargo, los mismos principios son de aplicacidn a todos los polimeros. Si se
descartan los usos finales, la diferencia entre los polimeros, incluyendo los plasticos,
jas fibras y los elastémeros o cauchos, vienen determinadas principalmente por las

fuerzas intra e intermoléculares y por los grupos funcionales presentes, ®”

Los polimeros de hidratos de carbono son importantes en la industria alimenticia
debido a ia demanda de ingredientes funcionales que imparten las propledades
espesantes, formadoras de geles y texturizantes, y en la recuperacion terciaria del
petréleo, en donde las soluciones acuosas de polimeros reducen la capacidad de flujo
del agua bombeada dentro de los pozos de petréleo aumentando asi la eficiencia de
contacto con el petrdlec y su desplazamiento. En las industrias farmacéuticas y de
pesticidas, Llos polimeros son ingredientes necesarios para reemplaze de
carbohidratos de alio y bajo peso molecular, particularmente en alimentos formulados

con reduccion de calorias, 575



2.3.1- Fuentes de obtencién de los polisacaridos.

Las gomas o hidrocoloides se pueden obtener de diferentes fuentes, ya que su
produccion se encuentra influenciada por sus condiciones ambientales de produccion y
desarrollo, por ejemplo: Variaciones de pH, temperatura, grado de humedad, presién,

fuentes de nutrientes, tension de oxigeno, etc.®”

2.3.1.1- Sintéticos.

Los polimercs sintélicos son principalmente usados en la industria de plasticos,
alqunos ejemplos de ellos son: Caucho, ebonita, fibras de rayon, poliéster alquidatico,
plasticos de polimetacrilato de metilo, neopreno, elastdémeros de polisulfuro, de
estireno butadieno, de estireno-acrilonitrilo, de isobutilenc-isopreno, polietileno de baja
densidad (LDPE), polietileno de alta densidad (HDPE), siliconas, poliuretanos,

policarbonato, entre otras.”

2.3.1.2. Semisintéticos.

Entre los polisacéarides o gomas semisintéticos se pueden citar las celulosas
modificadas como son: a) carboximetilcelulosa (CMC), b) metilcelulosa (MC), )
hidroxietilceiulosa (HEC), d) hidroxipropilceluiosa (HPC), ) hidroxipropilmetilcalulosa
{HPMC), los almidones modificados, la pectina de bajo metoxile y el alginate de

propilenglicol.®”



2.3.1.3. Naturales.

Los polisacaridos de origen natural son los mas abundantes, ya que se pueden obtener
casi de cualquier fuente ®; algunos ejemplos de ellos se enlistan a continuacion:

- Exudados de plantas: goma arébiga, tragacanto, karaya y ghatti.

- Extractos de plantas: pectina y arabinogalactana.

- Extractos de algas marinas: agar, alginatos, carragenina y furcelanas.

- Semillas: goma guar, tragacanto y Psyllium tamarindo,

- Cereales: almidon.

- Origen animal: gelatinas.®”
- Qrigen Microbiano: Las gomas de origen microbiano son producidas por un
amplic numero de microorganismos, tanto gram positivos como gram

negativos.®

Se debe hacer mencién de que algunos microorganismos tienen la capacidad de
secretar mas de un polisacarido diferente, en la Tabla 3 se enlistan las gomas de

origen microbiano mas conocidas, asi como tipo y fuenie de obtencién.



Tabla 3. Fuentes de obtencién de polimeros o gomas comerciales.

GOMA MICROBIANA TIPO MICROORGANISMO PRODUCTOR DEL POLISACARIDO.

Dextrana Neutro Aercbacter aerogenes, Strepiococcus bovis, Streptococcus
viridans, Leuconostoc mesenteroides.™***

Xantana (a) Anienica | Xanthomonas campestrs, oo

Curdlan Neulro | Alcaligenes faecalis var, myxogenss. o J

Getana (b) Amionica | Pseudomonas efodea AJCC 37467, 079

Glucano de levadura de | Neutro | Saccharcmyces cerevisiae, =000

panificacion.

Pululana Neutro | Acrobasidium puliulans, Arthrobacter, Bejjerinckia. o 0

Alginato microbiano Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter vinelandi ™"

Esclerogiucane (c) Neutro | Sclerotium glucanicum, o

Zanflo Erwinia tahitica,

Celutosa bacteriana Acetobacter xylinum. ™

Ps7 Beiierinckia indica var.myxogenes (azotohacter indicus).

PS10, P821, PS53 Erwiria tahitica =7

PS80 (b) Pseudomonas efodea. &7

S-119 Agrobacterium radiobacter ATCC 371643, °*

S-130 Anicnico | Alcaligenes ATCC 31555, /0

5-194 Anidnico | Alcaligenes ATCC 31967, 00

5-198 Alcaligenes ATCC 31853 70

Levan (d} Acetobacter, Achrobacter spp, Aerobacter levanicum, Aerobacter

aerogenes, Arthrobacter ({corynebacterium) spp Azotobacler
chroococcum,  Azotobacter  indicus, Bacilus sublilis,
Phytchacterium  vitrosum, Pseudomonas prunicola,  Sesralia
killensis, Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens,
Streptococcus  salivarius, Xanthomonas pruni, Xanthomonas
campestris, Zymomonas mobilis.

(a) Lagoma xantana también es conocida en comercial come: Keltrol, Kelzan o Rhodegel.
{b) La goma Gelana y la goma PS60, son sinonimes de la goma Gelite utilizada come sustitute de

agar.

{c) El Escleroglucane también es conocido como Polytran en su forma comercial.
(& La goma Levan es el mejor ejemplo de que algunas gomas microbianas son producidas por un
amplio nimero te migrocrganismes diferentes.

2.4 Biopolimeros microbianos

Un biopolimero es una macromolécula que es obtenida a partir de microorganismos por

lo que las proteinas, el ADN y los polisacéaridos son algunos ejemplos importantes.

Estos biopotimeros son a menudo producidos en condiciones ambientales especificas,

o pueden funcionar como una reserva de carbono yfo energia,

30,35}




El Centro Cooperativo de Investigaciones (CRC) para los biopolimeros industriales de
plantas ha sido formado para crear junto con expertos, otras disciplinas para la
produccién de polisacaridos de aita calidad con propiedades especificas tal y como
establecen los requerimientos industriales. Para este fin, ya se cuenta en la actualidad
con plantas piloto para producir polisacéridos con caracteristicas especificas, ya sea

para su uso como espesantes, emulsificantes, gelificantes, entre otros.®”

2.5. Polisacaridos microbianos.

Los polisacaridos son electrotitos aniénicos por virtud del grupo carboxilo (COO) vy

esteres de sulfato (SOs) en sus grupos reactivos. ¥

La sintesis de polisacaridos extracelulares ha sido observada en ciertos cultives
hacteriancs desde 1880. debido al incremento en la viscosidad de soluciones acuosas,

lo que nos indica fa liberacion de los polisacarides en forma lenta.

Los polisacaridos pueden ser clasificados de acuerdo a su composicidn quimica y
estructura. En esta clasificacién, los cligosacaridos que se forman de un solo tipo de
monosacaride se denominan homoglicanos; los que se forman de dos, tres ¢ mas
mcnosacandos son determinados heterogiicanos con prefijos de di-, iri-, y también
designados con el nimero de los diferentes tipos de azucares.®”

En los Ultimos tiempos, los avances tecnol6gicos en biologia molecular han creado [a
posibilidad de manipular las caracteristicas de los polisacaridos, y con estos avances,
los conceimientos de superficie cejular han sido mejorados, auwmentando sus

aplicaciones comerciales, %%



2.5.1. Distribucién de los polisacaridos en los microorganismos.

Los polisacdridos son constituyentes normales de todas las células microbianas,
incluyendo bacterias, levaduras y mohos. Estos polisacaridos, que representan
numerosas clases de compuestos, estan presentes en forma importante en alguna o
todas partes de la célula. Su localizacion puede ser dentro de la célula o fuera de la

misma, en donde los polisacéridos proveen una base para su clasificacion .

La distribucion morfolégica de los polisacéridos es como sigue:

Citoplagma: El glicdégeno a menudo ocurre como una fuente de reserva de
energia dispersa en solucién a lo largo del citoplasma de bacterias y levaduras.

Pared Celular; Los polisacaridos que se encuentran en la pared celular proveen
forma, rigidez y constituye una barrera de proteccion bajo condiciones naturales que
aparentemente son esenciales para la viabilidad celular. Algunos ejemplos son ia
mureina {compuesta por cadena no ramificadas con N-acetil glucosamina en forma
alternada Unico derivado del acido muramico), también se pueden presentar nuevos
compuestos como los acidos teicoicos, glucornananas, quitina, etc.

Capsufa: La cédpsula es una cubierta de elevada hidratacion, un material
gelatinoso que se adhiere externamente a la pared celular. Los materiales capsulares
pueden ser designados exocelulares.

La capsula no es esencial para la viabilidad celular, pero puede servir para
preservar al microorganismo en su habitat natural.

Extracelular: En adicién a la produccion de polisacaridos que $e encuentran

como constituyentes de la estructura celular, algunos microorganismos fambién
sintetizan abhundantes cantidades de polisacaridos exiracelulares que se dispersan
libremente en cultivos fluidos y no atacan a las células microbianas. Los
microorganismes que producen po!isacéricfos extracelulares pueden o ser

encapsulados.®
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2.5.2. Funciones de los polisacaridos microbianos.

Los polisacaridos extracelulares probablemente protegen a los microorganismos contra
varias condiciones ambientales adversas (Wilkinson,1958). Por ejemplo, mantener un
minimo de humedad en su medio ambiente inmediato, principaimente en sitios donde
hay baja humedad. También la capsula ascciada con el polisacéarido extraceiular
provee una definitiva proteccion contra bacleriofagos, simplemente por servir como una
barrera fisica. Este hecho fue sostenido por Maxted (1952) para Streptococcus grupo
A. La capsula también provee una proteccién parcial contra la fagocitosis y al atague

por amibas (Witkinson, 1958).©”

Se piensa que los polisacaridos extracelulares tienen funciones como la de
acumulacién de nutrientes, ataque a superficies, profeccidon del medio ambiente,
mantiene la tensidn de oxigeno y patogenesis. $in embargo, recientes trabajos
muestran que este puede tener mas papeles especificos, como en el caso de las

interacciones planta-bacteria.*®

Se han propuesto varias funciones para los EPS bacterianos. Estas pueden ser
divididas dentro de cuatro grupos funcionales:
a). - Como una barrera fisica: Proteccion a la desecacion, depredacién vy
sistema inmune - fijacidn del complemento, resistencia a toxinas, antibidticos y
venenos.
b). - Como una respuesta a la tensién ambiental: Secuestro e importacién de
iones cargados, produccién y poder de reduccion.
¢).- Reconocimiento e interaccion célula - célula: Simbiosis planta - bacieria,
formacién de nédulos y microcolenias, establecimiento de larvas invertebradas.

d).- Adhesién y formacién de bio

ricas en nutrientes, disociacion de reduccién de nutrientes.®



2.6, Exopolisacaridos.

Los exopolisacéaridos (EPS) son polimeros de carbohidratos que son secretados por
una gran variedad de bacterias. Estos pueden estar asociados con la pared celular o

pueden estar relacionados fuera de las células en forma de limo extracelutar.“?

L os EPS bacterianos pueden ser divididos en dos grupos basados en sus propiedades
quimicas y las condiciones bajo las cuales han sido sintetizados. Los
heteropolisacaridos (y algunos homopolisacéridos) son generalmente compuestos de
estructuras repetitivas y 'a mayoria son aniénicos. Los homopolisacaridos neutros son
también comunes en bacterias. Las bacterias representativas de los gram positivos y
los gram negatives producen levan (un homopolisacarido de fructosa) y una variedad

de glucanos, que incluyen dextranas y celulosa.®

El EPS es producide por la mayoria de las bacterias gram negativas, algunas de ias
cuales invierten cerca del 70% de su energia en esta produccién. Consecuentemente
algunas especies desarrollan répidamente sobre medios de laboratorio despues de

&3

producir el EPS.



2.6.1. Proceso de obtencién de exopolisacéridos microbianos a nive!

de laboratorio.

Los microorganismos producen polisacérides de tres tipos distintos: Extracelular,
estructural v las formas Intracelulares. El desarrollo de los polisacaridos extracelulares
se atribuye a la estructura gomoesa de las colonias bacierianas scbre un medic sdlido ©
causan incremento de la viscosidad en un medio liquido. Especialmenie en las
fermentaciones a gran escala, el marcado aumento en la viscosidad que se produce a
medida que auments [a concentracién de polisacdrido origina que descienda la
velocidad de agitacidon, lo que da lugar a una reduccidn en la eficigncia de
transferencia de masa v por o tanto a ia formacién de un polimere de calidad

heterogénea. 5%

En un matraz erlenmeyer, al cual se agita mecdnicamente (generalmente de 200rpm),
de manera continua, mientras se agita produce un remeline en el liquido, sin que este
moje el tapdn de algeddn del matraz vy se forma en las paredes del mismo, por 1a fuerza
centrifuga, una capa delgada del medio a través de la cual se produce 1a aireacion por
difusién. l.os matraces con agitacion de 250ml de capacidad contienen normalmente de
25 - 60mi del medio, de manera que la prefundidad que alcance se halla en proporcién
a lg aireacién que se desee, si hien los matraces de 100ml no suelen contener mas de

10mi del medic de cultivo.®”

La recuperacién del polimero del caldo de fermentacién implica la precipitacién por
fratamiento con solvenies organicos, con una sal o con un &cido. La bacteria
productora queda atrapada en el polimero que precipita v es también separada del

caldo, @



Cuando la fermentacion se termina, el cultivo generalmente tiene un pH cercanc a 6.0,
El liquido es diluido con 2.5mi de agua; después de agregar cloruro de potasio, etanol
{u otro solvente), y cloroformo que se adicionan sucesivamente con agitacion vigorosa
para dar concentraciones respectivas de 1% (w/v}, 30% (wfv), ¥ 0.7% (w/v), basadas
en el agua total. Después se deja reposar la mezcla por una hora para inactivar a la
bacteria, posteriormente se centrifuga para remover a las células bacterianas y se
incrementa la concentracidn de etancl al 55% que causa la precipitacién del

polisacarido. ¥

2.6.2. Produccién de exopolisacarido (EPS) por Rhizobium.

Las bacterias del género Rhizobium presentan una refacion simbidtica con la planta
huésped. Aunque existen bacterias patégenas que también preducen exepolisacaridos
los cuales juegan un papel importante en la inferaccion con la pianta. Algunos de estos

son heteropoiisacaridos que contienen subunidades repetidas de monosacaridos

principaimente, algunos otros son homopolisacéridos tales como, Alginato, Levan, .

Ceiulosa y Glucano. *®

Las pocas especies de Rhizobium productoras de EPS con una estructura de
unidades repetidas se han dividido en dos rangos de peso molécuiar, un polimero de
muy alto peso molécular (HMW) v un cligdmero de bajo peso molécutar, los cuales

pueden ser obtenidos de &l sobrenadante de los medios de cultives.“®

Estos polisacaridos pueden ser divididos dentro de dos grupos: Los polisacéridos de
tipo | que son excretados por la especie de Rhizobium melifoti y por Agrobacterium;
estdn compuestos de D-glucosa, D-galactosa, acido pirdvico y acide succinico en un
rango molar 7:1:1. Los polisacdridos de fipe I son excretados por las especies de
Rhizobium leguminosarum, R.trifolii y R.phaseoli, y esta compuesio de D-glucosa,

D-galactosa, &cido D-glucuronico y 4cido pifuvico en un rango molar 5;1:2:2.%7



Estas bacterias producen cantidades abundantes de heferopolisacaridos acidos. Estos
heteropolisacaridos son polisacarnidos que contienen de 7, 8 o 8 residuos, y son

sirnilares en su composicién a los producidos por otras bacterias gram- negativas.“”

2.6.3. Aplicaciones de ios exopolisacaridos microbianos.

Los exopolisacaridos microbianos tienen gran uso en la industria, debido a su
capacidad de alterar o modificar las propiedades reoldgicas de fas seoluciones acuosas.
Las soluciones resultantes pueden tener naturaleza newtoniana, pseudoplastica o

tixotropica.*

En la Tabla 4 se enlistan los principales uses indusiriales de algunos polisacérides
microbianos y otras gomas conocidas, Los polisacaridos microblanos no estan sujetos
a variaciones en las condiciones climaticas. Ademés de la estabilidad en el suministro,
otros factores favorecen a fos polisécéridos microbianogs. A menudo los polisacaridos
microbianos sirven para productos comerciales superiores a los formulados con otras

gomas.®¥

Los polisacaridos son usados comercialmente como espesantes, agentes para
suspensiones, o estabilizantes de sistemas acuosos. Pueden ser usades para producir
geles v actuar como agentes floculantes, formadores de peliculas, lubricanies y
reductores de Ia friccién.®?

Tradicionalmente, el uso industrial de los polisacaridos ha sido derivado de fuentes de
algas v plantas, pero en forma mas reciente los polisacdridos microbianos se han

incrementado en cuanto a su uso.®”



Tabia 4. Aplicaciones de polisacaridos.

MERCADO Y APLICACIONES. PROPIEDADES. POLISACARIDOS.

AGRICULTURA.

- Pesticidas fluidos. Control de direccién en
suspensiones. Goma Xantana.

- Fertilizantes liguidos. Susgpensianes. Goma Xantana.

- Suplementos liquidos para comida. Suspensiones. Goma Guar, Goma

Xantana.

DETERGENTES. Antiredeposicién, Carboximetilcelulosa.
antisuelo.

PETROLEQ.

- Limo para taladros.

- Favorece la recuperacion de petroleo
por polimeros fividos.

- Estimulacion de fractura hidraulica.

Viscosidad, suspensiones.

Viscosidad,

Suspensiones, pérdida de

Goma Xantana, Eteres de
celulosa,
Goma xantana.

Goma Hidroxipropl Guar,

fluidez, reduccion de la | Higroxietilcelulosa, Goma
viscosidad por quimica | Xantana,
enzimatica, rompimiento, | Carboximetilcelufosa.
cruzamiento.
- Acidificacion. Suspensiones,
Estabilizaciébn de Aacides | Goma Xantana
fuertes a temperaturas
elevadas
PINTURA;
- Industria de la venta de latex, Reoclogia Hidroxietil celulosa,
- Capas de recubrimiento. Suspensiones. Metilcelulosa, Biopolimeros
- Recubrimientos indusiniales microbianos
PAPEL.
- Uniones finales de encuadernacion. Formacién  del  pegado | Almiddn modificado,
auxiliar derivados de goma guar,
goma locust bean y goma
karaya.
- Capas de recubrimiento. Reologia. zlgina,

- Tamafos de superficie,

Formacion de peliculas,

carboximetilcelulosa.

perdida de 2gua, | almidén, almidon
impresion. modificado y algina.
- Tableros particulades y corrugados. Pegamento.

FOTOGRAFIA.

Recubrimiento
antiesiatice, extensiones,

Sulfato de celulosa de
spgio.

POLIMERIZACION.

- Emulsiones Coloide protectivo. Hidroxietilcelulosa.
- Suspensiones. SUSPENSIONES. Goma Xantana.
GELES DESODORANTES PARA | Geles estables. Carragenina.
HABITACION.
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2.6.4. Ventajas y desventajas de los exopolisacaridos microbianos.

Las gomas obfenidas mediante procesos microbianos tienen ciertas veniajas respecto
de las que se extraen de fuentes naturales como son las de algas o plantas. En primer
lugar su produccidén no depende de condiciones climaticas, contaminacion o fallas en
las cosechas. Por otra parte, los productos son menos susceptibles a variabilidad en su

calidad y su produccion puede ser controlada cuidadosamente.®?"

Las gomas microbianas tienen como principal desventaja su elevado cosio. Esto se
debe a que los procesos para producirios son intensivos en capital y en energia y en
general, debido a las elevadas viscosidades que se logran, la concentracion en la que
se pueden obtener es relativamente baja.®*" Ademas de que no tienen procesos
industriales para su obtencién, ya que es mas barato obtener de otras fuentes, pero
estas gomas microbianas pueden ser mas baratas si se mejoran sus procesos de

chtencién y produccién.

2.7. Agar bacteriolégico.

El agar es un complejo polisacarido solubie en agua. De acuerdo a la farmacopea de
los Estados Unidos, ef agar es un coloide hidrofilico extraido de clertas algas marinas
de |a clase Rhodophyceae. Generalmente son producidos dos tipos de agar, uno de fa

especie Gelidium y otro de la especie Gracilaria.?*®"

Ef agar puede ser obienido de varios géneros v especies de algas marinas rojo-
purpuras, en donde este produce como un carbohidrato estructural de la pared celular
y probablemente también cumple una funcién en el intercambio idnico y procesos de

dialisis de la alga.®®
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Estas algas marinas son encontradas €n zonas de méas de 40 metros de projundidad.

Se desarrollan mas en areas turbulentas y de marcada altura.®”

Trabajos preliminares sobre la estructura del agar muestran que este contiene dos
componentes, uno que forma un fuerte gel denominado Agarosa (Agaran en
nomenclatura preferente) y una fraccion no gelificante denominada Agaropectina. El
agaran (agarosa) forma una cadena lineal que es la imagen especular de las
carrageninas iota ( ¢ ) y kappa ( x ), miembros de las algas marinas rojas y esta
compuesto de unidades repetidas alternadas de B-D-Galactopiranisil y 3,6-Anhidro, -

L-Galactopiranosil, unidas por enlaces 1-3. 4"

Las principales impurezas que pueden encontrarse en los agares comerciales son

gomas no agar, compuestos nitrogenados (Proteinas). sales solubles e insolubles,

az(icares libres, metales pesados y ocasionalmenie almidén. El manitel ha sido

detectado en extractos metanoiicos de agar.®”

El agar es de gran importancia en microbiologia. El agar ideal es bajo en sustancias
metabolizables © microbianas, detritus y esporas termorresistentes, tiene una
temperatura de gelificacion de 35-40°C y una temperatura de fusién de 75-80°C;es
relativamente insoluble en agua fria se disuelve en agua caliente, presenta una fuerza
de gel adecuada para su uso en los medios microbiolégico, resistencia, claridad dptica
y estabilidad. En bajas concentraciones, el agar previene la entrada de oxigeno dentro
de medios liquidos, por lo que es utilizade en la elaboracidn de cultivos de anaerobios

viables en caldos expuestos al aire.*"*"

Pocos organtsmos metabolizan el agar o etaboran enzimas agaroliticas, por ejemplo:
Vibrio purpureus, Vibrio agarlicuefaciens, Flavobacterium, Pseudomonas,

especies de Cythophaga y ciertas Diatomeas son la excgpcién.‘g”
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A 25°C. el Agar de alta pureza es practicamente inscluble en agua. Es ligeramente
soluble en etanolamina y soluble en formamida. El agar es Unico entre los
polisacéricos, ya gue su gelificacién ocurre a una temperatura por debajo de la
temperatura de fusion del gel. La temperatura de fusion del gel de agar esta en funcién
de su concentracién y su peso molecuiar, Los geles de agar y agaroides con 1.5% de

sélidos funden de 60 - 85°C.%Y

La produccion de agar de algas marinas muestra marcadas diferencias en su calidad
basadas sobre las especies de alga, cepa, condiciones de cultivo y cambios climaticos
en ef medio ambienie. La posibilidad de tener agares con buenas propiedades de
gelificacion es principalmente debide al tipe de algas marinas usadas, efeclos
climaticos y procesos de extraccion. Alge que no ocurre en ef caso de [os biopolimeros

de origen bacteriano.®*

2.8. Sustitutos de agar.

Desde Koch que fué el primero en intreduciy el agar como agente gelificante en medios
bacterianos en 1882, este se ha convertido en el primer material para medios sélidos
por todo el mundo. Sin embargo, el elevado costo y la reciente escasez han tenido mas

facilidad para el uso de sustitutos de agar en forma deseabte.***”

La calidad deseable de un agente solidificante para una medio s6lido incluye solidez
sobre un rango de temperatura de desarrolic bacteriano, resistencia a la digestién por
bacterias, ausencia de sineresis, transparencia y |la habilidad de formar un coloide
reversible. El medio debe ser bastante firme pero que permita el uso de técnicas
comunes tales como rayado de cultivos, placas y replicacidn. Ademas, esto es de gran

importancia si el agente gelificante es relativamente barato y facil de obtener.””

k2
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ldeaimente un medio bacteriolégico sdlido debe cumplir con los siguientes factores: 1)
Se pueden realizar pruebas abajo de 40°C; 2) Poseen un declive a 37°C; 3) Muestran
muy poca sineresis; 4) Forman una superficie firme para ser forzada mediante fractura;
5) Desarrolla un soporte bacterianc que no posee efectos de promocion o inhibicién del
desarrollo; 8) Requieren un bajo peso o concentracién en volumen por razones
econdmicas vy practicas. Todas las gomas semejantes al agar pero que no cumplen

todas las especificaciones de esta definicién son determinadas agaroides.™*”

De los sustitulos de agar bacterioidgico conocidos se pueden citar, las sales de K* de
carragenina, una alga marina conccida como Chrondrus crispus o Irish moss, la
goma gelana y gelrite preducida por la especie de Pseudomona elodea, La goma
xantana, obtenida de Xanthomonas campestris y la goma PS60 entre

Otfas.(22'26'33'41 .50.73.78.90)
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3.0. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.

+ Evaluar la posibilidad de utilizar el biopolimero obtenido de Rhizobium ioti

como posible sustituto de agar bacteriolégico en medios de cultivo microbiolégicos.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

+ Obtencidn del biopolimero 'de Rhizobium loti, a partir de dos diferentes

fuentes de carbono.

+ Evaluar el biopolimero como un posible sustituto de agar bacteriolbgico

en un medio de cultivo control (AST).

+ Obtener algunas propiedades fisicas, tanto para el gel formado (punto de

gelificacién); como para el EPS obtenido (Punto de carbonizacion).

+ Determinar algunas de las caracteristicas de textura del gel formado (dureza o

fuerza del gel).



4.0. METODOLOGIA

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Microbiologia Industrial, ubicado en
la planta baja de la Coordinacion de Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, UNAM.

La cepa bacteriana utilizada para este frabajo fue Rhizobium loti, ei cual pertenece ala

coleccion de la catedra de Rhizobiclogia.

4.1 MATERIALES Y METODOS

4.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

CEPAS BACTERIANAS

» Rhizobium lofi.

> Staphylococcus aureus ATCC 6538.
> Staphylococcus aureus ATCC 25823,
» Escherichia coli ATCC 10536.

» Vibrio cholerae 01 Inaba.

» Micrococcus luteus ATCC 9341,

> Pseudomona aeruginosa ATCC 5027.

4.1.2 MATERIAL DE CRISTALERIA

» Cajas de Petri de 100 X 15 mm.

Cajas de Petri de 60 X 15mm.

Matraces Erlenmeyer de 500 y 1000mi.

v

Pipetas graduadas de 1, 5 y10mi.
Tubos de Kahr

Tubos de fondoe redondo para centrifuga de 50mt.

Y ¥V V¥V V¥
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41.3 REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Rojo congo.

Claruro de sodio.
Cloruro ferrico.
Extracto de levadura.
Sulfato de magnesio.
Fosfato de potasio dibasico.
Manitol.

Sacarosa.

Agar bacteriolégico.
Carbonato de calcio.
Suifato de manganeso.
Alcohol isopropitico.
Peptona de soya.

Peptona de caseina.

Vv ¥V OV V V¥V ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V ¥V VYV ¥V ¥V VY

Agar soya tripticaseina.

EQUIPO:

> Incubador con agitacién (New Bruns Wick Scientific Co. inc).
» Centrifuga Sorvall (RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge).
> Incubadora,

» Dinamdmetro (Digital Force Gauge Shimpo FG-2.5R Japan).

» Aparato de Fisher (Mel-Temp !l Inc. USA).

» Termbmetro graduado

» Potencidmetro.



4.2 DIAGRAMA DE FLUJO
Produccién y aplicacién de EPS de Rhizobium loti

Preparacion del preindculo
Preparacién del inoculo A
\—b Produccién del EPS L\

]
v
Obtencion del EPS por centrifugacion ;]

Conservacion, e identificacion de Rhizobium loti

Paquete celular

Evaluacion como sustituto de agar
Sobrenadant batenologxc:,o en me.:dms de cultivo
Metodologia descrita por Shungu
% et al 1983
Precipitacion con alcohol isopropilico
* ] Determinacion de la fuerza del gel
Secar el EPS a 60°C
* | Determinacion de propiedes fisicas
Purificacion l
Dialisis con cambio de Punto de fusién

agua destilada cada 8 hrs. *

Punto de gelificacion

Determinacidn de proteinas por
Bradford, Electroforesis y Microkendhal.
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4.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.3.1 Conservacion e identificacién de la cepa bacteriana

La cepa bacteriana fue sembrada en cajas petri con medio de cultivo rojo congo, el cual
se utilizé para llevar a cabo la purificacion de Rhizobium, el medio esta constituido por
rojo congo 0.002gA; clorure de sodio 0.26g/; clorure férrico 0.1g/l; extracto de levadura
1.0g/l; Sulfate de magnesio 0.76g/; fosfato de potasio 1.66g/l, manitol 20g/[ y agar

bacterioldgico 20gA. Una vez inoculadas, las cajas se incubaron a 30°C por 5 dias.

La identificacién de la cepa de trabajo se realizé en base a las siguientes pruebas

biaquimicas:

-

. Morfolegia bacteriana y colonial.

2. Tincién de Gram.

3. Motilidad.

4. Reaccion a la leche tornasolada.

5. Produccién de écido.

6. Nodulacidn en Lotus corniculatus.
7

. Aislamiento de los nodulos de Lotus corniculatus.
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4.2 Obtenci6n del exopolisacarido

Una vez realizada la identificacién de la cepa bacteriana, esta se sembré en cajas petri
can medio de cultivo base para el crecimiento del genero Rhizobium compuesto por
(cloruro de sodio 0.45 gfl; cloruro férrico 0.15 gfl; extracto de levadura 1.5 g/l; sulfato de
magnesio 1.01 g/l; fosfato de patasio dibasico 1.16 gh; sacarosa o manitol 10 g/l y agar
bacteriolagico 15 g/l). Estos medios se incubaron a 30°C por 5 dias.

Una vez crecida la bacteria se prepard un indculo en 2 matraces Erlenmeyer de 1000ml
con 300ml de medio de cultivo liquido. Estos matraces fueron colocados en un incubador
rotatorio (equipo New Bruns Wick Scientific Co. Inc) durante 3 dias a 30°C con agitacion

constante de 200 rpm. Como se observa en 'a Figura 1.

Figura 1. Incubacién de Rhizobium loti para la produccion del excpolisacarido en un

incubador rotatorio.



:

Finalmente se prepararon 15 matraces Erlenmeyer de 10C0ml con 300! de medio de
cultivo liquido optimizado, compuesto por (cloruro de sodio 0.26 g/l; clorure férrico 0.1 gfl;
extracto de levadura 1.5 g/}; sulfato de magnesio 0.4 g/l; fosfato de potasio dibasico 1.66
g/t; sacarosa o manitol 10 g/l; carbonato de calcio 1.5 g/t y sulfato de manganeso 120
pmoles) a pH de 8.0; a los cuales se les agregé 10mi del indculo anterior e incubados a
30°C y agitacion constante de 200 rpm durante 11 dias, al término de los cuales se

obtiene la maxima produccion del biopolimero.

Para producir ef exopolisacérido se prepararon medios de cultivo liquidos,utitizando dos
fuentes de carbono diferentes, las cuales fueron manitol v sacarcsa a las mismas
concentraciones (1.5%), manteniendo los demds componentes del medio de culiivo

constantes, asi como las condiciones de temperatura y agitacion.
4.3 Aislamiento del exopolisacérido

Al termind del tiempo de incubacion, el contenido de cada matraz fue diluido con agua
destilada en relacion 1:3 respectivamente y centrifugado a 20,000 g por 15 min. a 4°C en
una centrifuga RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge, ver Figura 2. El paquete celutar
fue separado del scbrenadante, al cual se le adiciond alcohol isopropilice frio en
proporcion 1:3 respectivamente para precipitar al exopolisacarida. Finalmente se separo
al exopolisacéride del alcohol isopropilico y se seco a 60° C en una estufa, para luego

obtener su peso.
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Figura 2. Centrifuga con refrigeracion, utilizada para la separacién dei paquete celular del

sobrenadante que confiene al excpolisacéride.

4.3.1 Determinacién de ia cantidad de biopolimero obtenido a partir de

dos diferentes fuentes de carbono

Para obtener la produccién del biopolimero a partir de las dos fuentes de carbono, se
tomé un matraz Erlenmever que habia sido incubado por 11 dias, 30°C a 200 rpm. B
contenido se centrifugod, de acuerdo al punto 4.3 y se coloco el biopolimero en un papel
filtro para finalmente secarlo a 60°C y obtener la cantidad del biopolimero en gramos por

litro de cada una de las fuentes utilizadas.



4.4 Purificacion del exopolisacérido

El exopoiisacaride obtenido fue dializado por 4 dias con cambios de agua destilada cada
8 hrs.y agitacidn constante. Al final se determind la presencia de proteinas por la técnica

de BradFord, Electroforesis y Microkendhal®.

4.8 Aplicacion del exopolisacarido como sustituto de agar bacterioldgico.

El estudio del exopolisacarido como agar bacterioldgico se realiz¢ mediante la
melodologia descrita por Shungu et al, 1983. La cual consiste en la preparacion de 2
medics de cultive (Medic de cuitive control (AST) v los medios de cultive experimentales
(ME1 y ME2}, los cuales contienen al exopolisacarido obtenido de Rhizobium foti a partir

de las dos diferenies fuentes de carbono).

4.5.1 Preparacion del medio de cultivo control

Se prepararon cajas con agar soya tripticaseina como medio de cultivo control (MC) que
contieng peptena de soya 5g¢/l; pepiona de caseina 15 g/l; cloruro de sodio Sgfl; agar

bacterioldgico 159/l y agua destilada a un pH de 7.0.

4.5.2 Preparacion de los medios experimentales ME1 y ME2.

Se prepararon cajas petri con fos medio experimentales ME1 y ME2 los cuales contienen
peptona de soya 5g/l; peptona de caseina 15¢/l; cloruro de sodio 5g/; y agua destilada a
un pH de 7.0, sustituyendo al agar bacteriologico por el exopolisacarido de Rhizobium
loti obtenido a partir de manitol(ME1} vy sacarosa{ME2) como fuentes de carbono, 8 una

copcentracion de 15 g/,

)
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4.5.3 Realizacion de cuentas viables de acuerdo al métedo de Miiles y
Mishra.

Se realizd la evaluacicn del crecimiento bacteriane por medio de cuentas viables,
empleando para elio diferentes cepas bacterianas de intéres clinico como son:
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Staphylococcus aureus ATCC 25923;
Escherichia coli ATCC 10536; Escherichia coli ATCC 25922; Vibrio cholerae 01
Inaba; Vibrio cholerae Inaba humana; Micrococcus luteus ATCC 9341 y

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Las cuentas viables se realizaron por triplicado a partir de una suspencién bacteriana
igual al tubo 0.5 del nefelometro de MacFarland, inoculando varios tubos de ensaye con
solucion salina fisioldgica estéril, como se ilustra en ia Figura 3. De los tubes con las
diluciones 107, 10° y 10° se tomo 0.1 ml y se inocularon en cajas petri con agar soya
tripticaseina (Medio control) v en los medics experimentales ME1 y ME2 haciendo un
sembrado masive con una varilla de vidrio en forma de “L" e incubando a 37°C por 24hrs

Esto se realizé con todas las cepas bacterianas de interés clinico empieadas.

tml - Diluciones logaritmicas

@/\ IR A A A A

GlsJskili}

Suspencion 10!
bacteriana 9ml de SSF estéril

Figura 3 Preparacion de las diluciones logaritmicas, a partir de la suspencién bacteriana
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Una vez gue se cumplis el tiempo de incubacién se realizé la comparacion morfolégica y
la pigmentacidn colenial. Finalmente se realizd el conteo bacteriano para obtener las

unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mi).

4.5.4 Determinacidn de la fuerza del gel.

Para determinar la fuerza del gel se prepararon cajas de petri de 60 X 15mm, las cuales
se lenaron hasts el borde con una solucidn de agar bacterioldgico unicamente, con una
solucion del exopolisacarido obienido de manitol y sacarosa tambieén solos; finalmente se
prepararon otras cajas con el medic control (agar soya tripticaseina) y con los medios
experimentales ME1 y MEZ con la composicion ya antes descrita. Una vez preparados los
geles, se determind la fuerza de! gel, con la ayuda de un dinamdémetro (Digital Ferce
Gauge SHIMPO FG-2.5R. Japan), ver Figura 4; a 25°C y a una velocidad constante de 8-
7seqg. En cada gel preparado se realizaron 5 determinaciones, para finalmente hacer un

analisis estadistico de los datos y obtener la fuerza del gel.

Figura 4. Equipo utilizado para la determinacion de Ia fuerza del gel (Dinamdmetro)
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4.5.5 Determinacion del punto de carbonizacion.

Se determind el punto de carbonizacion en un aparato de Fisher (Mel-Temp Il INC,USA ),
mostrado en la Figura 5; para el EPS obtenido de manitol y sacarosa como las dos
fuentes de carbono utilizadas y para el agar bacteriolégico, para esto se llenaron varios
tubos capilares con cada una de las muestras antes mencionadas y se colocaron en el
aparato de Fisher, aumentando la temperatura gradualmente. Realizando 5 repeticiones

por cada muestra.

Figura 5. Aparato utilizado para |la determinacién del punto de carbonizacion {Fisher).



4.5.6 Determinacién del punto de gelificacion

Se prepararon una serie de 3 soluciones al 1.5% en tubos de ensaye del exopolisacarido
obtenido del medio de cultivo conteniende manitol, del excpolisacarido obtenide dei
medio de cultivo conteniendc sacarosa, del agar bacteriolégico, del agar soya
tripticaseina (medio control) y de los medios experimentales ME1 y ME2. Estas
soluciones fueron autoclaveadas por 15min a 15lb de presién y a 121°C y dejando
posteriormente enfriar las mismas a temperatura ambiente, colocando un termometro
dentro de cada una para obtener la temperatura a ta cual la solucién se gelifica
completamente (Figura 6) y asi obtener el punto de gelificacidn para cada sistema

preparado.

Figura 6. En esta fotografia se muestra la manera en la que se determino &l punto de

gelificacion.
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5.0. RESULTADOS

5.1 Conservacion e identificacion de la cepa bacteriana

Despues de realizadas las pruebas de identificacion para Rhizobium foti, encontramos
que la prueba de ia leche tornasolada es negativa en 31 dias, es una bacteria que
presenta motilidad, gracias a la presencia de flagelos peritricos o subpolares como ya
se ha descrito en la literatura; es un bacile gram negativo ya que toma ef celor de la
safranina, las colonias son blancas, convexas, opacas con producccién de un
polisacérido extracelular, ver Figura (7). El aislamiento de Lotus corniculatus es
positivo, al igual que la nodulacién de corniculzatus y la produccién de dcido da positiva
en 48 horas. ¥

Finalmente y después de la identificacién de la cepa de trabajo, se conservd en
refrigeracién a 4°C en placas con medio de cultivo base, para el crecimiento de

Rhizobium loti.

Figura 7. En esta fotografia se muestra las caracteristicas morfologicas de Rhizobium
foti



£.2 Rendimiento del exopolisacarido a partir de ias fuentes de carbono utilizadas.

De la produccidn del exopolisacarido ehservamos que el rendimiento para e! medio de
cultivo que contiene manitel como fuente de carbono fue de 10.6 g/l en peso seco del
exopolisacarido y que el medio de cultivo que contenia sacarosa como fuente de
carbono solo proporciond 9.45 g/l en peso seco, por o cual podemos decir que el
manitol es {a mejor fuente de carbono, para la produccién en Rhizobium loti, aunque
se sabe gue también se pueden utilizar otras fuentes de carbono como son glucosa y
sacarosa. La mayor produccion con manitol se debe principalmente a que existe una

mejor afinidad por parte de Rhizobium loti hacia este carbohidrato '

5.3 Evaluacion del exopolisacdrido como sustituto de agar bacteriolégico.

De acuerdo a las cuentas viables obtenidas en UFC/ml para todas las cepas
bacterianas utilizadas en los diferentes medios empleados se puede observar gue no
hay diferencias entre los medios experimentales ME1 y ME2 con respecto al medio
control, excepto cuando usamos las cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa
y Vibrio cholerae (tablas 5 y 6) esto se debe a que el exopolisacarido obtenido de R.
loti, no presenta alguna caracteristica de inhibicién o promocién del crecimiento

bacteriano, es decir, no altera las condiciones de crecimiento de las bacterias.

Tahla 5.Cuentas viables del medio de cultivo control con respecto al medio

experimental 1.

CEPAS MC {UFC/mi) ME1 {UFC/ ml)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ) 110 x 10° 110 x 10°
Staphylococcus aureus ATCC 6538 1.9x 10° 22x10°
Micracaccus luteus ATCC 9341 53 x 10° 20x10°
E. coli ATCC 10538 38x 10° 2.8 x10°
Vibrio cholerae 01 inaba 19 x 10° s8x18  §
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 600 x 10° 350x 10°

MC: Medio de Control (AST).
ME 1" Medic con exopolisacarido obtenido con fuente de carbono manitol.



Tabla 6.Cuentas viables del medio de cultivo control frente al medio experimental 2.

CEPAS MC {UFC! mi) ME2 {UFC/ ml)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 110 x 10° 120 x 10°
Staphyloecoccus aureus ATCC 6538 160 x 10° 180 x 10°
Micrococcus fuleus ATCC 9347 20 x 10° 38x 10°
E. coli ATCC 10536 2.4 x10° 2.7x10°
Vibric cholerae Inaba humana 44 x 10° 32x10°
E. coli ATCC 25922 180 x 10° 160 x 10

MC: Medio de Control {AST).
MEZ: Medio con exopolisacarido obtenido con fuente de carbono sacargsa.

Como s& puede observar en las figuras (8,3,10), el crecimienio bacteriano es muy
similar en casi todos los medios utilizados, también se observo que la merfologia
coleniai asi como Ia pigmentacion de fas celonias bacterianas fueron semejantes en los
medios de cultivo preparados. Vale la pena resaltar que estos resultados son solo el
promedic de fas repeticiones de las cuentas viables realizadas.

B T orouUsA LR DE Anrooun SIREEE
CoMO SUSTITUTDDRE
AGAR :

Staphytoloccus aureus

Figura 8 Morfologia colonial de Staphylococcus aureus, en los diferentes medios
utilizados
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Figura 10. Crecimiento de Staphylococcus aureus en el medio de cultive controf
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5.4 Determinacion de la fuerza del gel.

La fuerza del gel se obtuvo a partir del analisis de 25 resultados por muestra del gel
formado, en libras, unidades que proporciona el dinamémetro, ver figura 4. Estas
unidades fueron convertidas a gramos por centimetro cuadrado (gr/cr®) para

finalmente obtener los resultados prormedio mostrados en la tabla 7.

Tabla 7. Determinacion de la fuerza del gel para todos los medios utilizados.

MEDIA | DESVIACION c.V FUERZA DEL
{ib) ESTANDAR (%) GEL gfem?
(S)

Agar 0.492 0.048 9.825 | 398.021-484.079
Bacteriolagico

EPS (manitol) 0.139 0.010 7.194 | 115.641-133.570
EPS (sacarosa) 0.114 0.006 5.263 96.816-107.573
MC (AST) 0.695 0.042 6.043 | 585.377-660.678
ME1 (manitol) 0.238 0.022 9.244 | 193.632-233.075
ME2 (sacarosa) 0.267 0.014 5243 { 226.800-251.900

La fuerza de gel del agar bacterioldgico es mayor que la del exopolisacarido obtenido
tantc de sacarosa como de manitol. La presencia de los nutrientes, aumenta la fuerza
del gel en el caso de los medios experimentales, siendo aun menor gue la del medio
contrel, y observando que con el exopolisacarido obtenido a partir de sacarosa
aumentaba, ver Figura 11a. Pudo notarse que en los geles de agar bacteriolégico y de
medio control, el gel se fracturaba, mientras gue en el caso de ios geles con
exopolisacarido solo y los geles con nutrientes (ME1 y ME2) ef gel solo se comprimia
pero sin fracturarse, lo que nos indica que son mas elasticos, como se observa en la
figuras 11b,11c y 11d.
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Figura 11a. La gréfica muestra la fuerza del gel obtenida para las diferentes muestras utilizadas.
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Figura 11b Figura 11c
Aqui se observa ia obtencidn de la Determinacién de la fuerza
fuerza del gel del medic experimental. del gel para €l medio control.

Figura 11d. Aspecto de las muestras de [os geles al terminar la obtencién de la fuerza

del gel con el dinamémetro.
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5.5 Evaluacion del punto de carbonizacién.

Dentro de las propiedades fisicas que se realizaron, esta 1a determinacion del punto de
carbonizacién para el agar bacteriologico, para el exopolisacarido cbtenido de manitol
y para el exopolisacérido obtenido de sacarosa. Obteniendo los resultados mostrados

en la tabla 8.

Figura 12. Comparacién del punto de carbonizacion del exopelisacarido, agar

bacterioldgice, con respecto ai punto de fusion del cloruro de sodio.

Se conoce que los compuestos de origen carbohidrato, no tienen punte de fusion, sino
que presentan un punto de carbonizacion, que es 1o Gnico gue se observd al realizar

tas determinaciones, ver figura {12).



Tabla 8. Determinacion del punto de carbonizacion para el exopolisacarido obtenido der™

las dos fuentes de carbono, asi como del agar bacterioldgico.

Agar bacterioldgico Exopolisacarido obtenide | Exopolisacarido obtenido
de manitol de sacarosa
280°C 230°C 265°C
250°C 218°C 270°C
258°C 230°C 273°C
260°C 250°C 280°C
254°C 220°C 273°C
Promedio = 256.4 Promedio = 229.6 Promedic = 272.2
s = 43358 s = 12.6806 s =5.4497
CV.=168% CV=552% CV.=2%
Limites (247.72-265.07) | Limites (204.24-254.96) | Limites (261.3-283.09)

5.6 Determinacién del punto de gelificacion.

Los resultados del punto de gelificacién se muestran en {a tabla 9. Haciendo una
comparacién entre las muestras utilizadas podemos observar que jos medios
experimentales tienen un punto de gelificacion mas elevados que el medio control, lo
cual es una desventaja para su uso en medios de cultivo enriquecidos como el agar
sangre, ya que los eritrocitos se lisarian a esta temperatura, v los medios gue

contienen ingredientes de naturaleza proteica,

Tabla 9. Determinacion de! punto de gelificacién, para los diferentes geles preparados.

PUNTO DE
GELIFICACION
| Agar bacteriolégico 34-37°C
EPS {manitc!) 52-53°C
EPS {sacarosa) 53 -54°C
MC (AST) 34 -37°C
ME1 (manitol) 52 - 53°C
ME2 {sacarosa) 53 -54°C
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6.0 DISCUSION

Cuando un microorganismo crece en un ambiente en el cual todos sus nutrientes
esenciales estan en exceso, estos nutrientes se transforman en los productos finaies
del metabolismo energético, en calor, o bien en los compuestos requeridos para la
reproduccion, para dar lugar a nuevas células. Estas dos categorias de compuestos
requeridos para €} crecimien{os se conocen como metabolitos primarios, algunos de
estos y los mas importantes incluyen al alcohol y ofros disolventes industriales,
aminoacidos y otros acidos organicos, nucledtidos, polisacaridos, grasas, vitaminas y

enzimas , entre muchos otros compuestos.

Un cierto ndmero de programas de desarrollo industrial estan investigando la
posibilidad de reemplazar los pelisacaridos de plantas vy algas por compuestos
microbianos. También estd teniendo lugar en la actualidad el desarroflo de nuevos
procesos microbianos que utilizan polisacéaridos. Los polisacérides tienen un gran uso
industrial, debido a su capacidad de alterar o medificar las propiedades reolégicas de
las soluciones acuosas. Las soluciones resultantes pueden tener naturaleza
newtoniana, pseudoplastica o tixotrdpica. Bl Unico polisacérido microbiano quejha
alcanzado un nivel comercial y se sigue produciendo a gran escala es la goma

xantana, producido por Xanthamonas campestris. ™

De acuerdo a [os resuitados obtenidos en la preduccién para las dos diferentes fuentes
de carbono utilizadas, podemos decir que el rendimiento del biopolimero, alin es menor
que la del agar bacteriolégico, el cual se obtiene a partir de algas marinas, debido a
que la elevada viscosidad del medic dificulta el proceso de obiencidn del polisacarido.
Pero no se descarta la posibilidad de poder aumentar la produccidn del mismo por
medio de procesos de fermentacidén en gran escala, apoyados ademas por

modificaciones genéticas de la cepa de trabajo.
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Las cuentas viables obtenidas en los medios de cultivo experimental utilizados,
tuvieron valores similares con respecto al medio de cultivo control, asi como las
caracteristicas morfolégicas de las colonias, por lo que se puede decir que el
biopolimero obtenido a partir de Rhizobium loti, puede ser una alternativa para
sustituto de agar bacterioldgico en medios de cultivo, Aunque faltaria hacer un estudio
mas completo utilizando ef polisacarido obtenido de Rhizobium foti como sustiuto de
agar en otros medios de cultivo, v utilizar otras metodologia descritas para algunos

polisacérido como la Carragenina y Gelrite,**™

De acuerdo a los ensayos de lextura de ias muestras de biopolimero obtenido, se
observo gue el gel formado preseniaba un comportamiento elastico, a diferencia del
agar que presentaba fractura al realizar el ensayo de fuerza del gel, lo que pudo
producir que fuera menor en los medios experimentales coma lo muestra |a grafica. Sin
embargo esto no descarta la posibilidad de poder utilizarlo como una alternativa de

agar bacterioldgico en medios de cuitivo.

El punto de gelificacion de los medics experimentales, es bastanie alto, por lo que no
se pedria utilizar en todos los medios de cultivo en general, algunas excepciones
serian el agar sangre, y otros medios de cultivo enriquecidas con proteinas ya que las

desnaiuralizaria.

Nosotros proponemos que se esiudien maés a fondo las propiedades fisicoquimicas del
exopolisacarido , asi como el punto de fusién y el punto de gelificacion para el gel
formado, sineresis, turbidez y otras pruebas de textura, mediante parametros
reologicos, los cuales son mas exactos para poder obtener mejores resultados, con los
cuales apoyar mas su uso como agente gelificante en los medios de cultivo

microbiologices y poder introducirlo al mercado.

s
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Para aumentar la fuerza del gel para nuestro polisacarido proponemes gue se hagan
estudios adicionando cationes divalentes como son Ca™, Mg"* , efe, cuando se

preparen los medios de cultivo para la obtencién del biopolimero.®

Otra propuesta es hacer estudios genéticos de la bacteria que produce este
exopolisacérido, que en nuestro caso es Rhizobium loti para aumentar |a produccion
y el rendimiento del exopolisacéarido y por lo tanto disminuir tos costos de prouuccién,
los cuales actualimente son muy elevados. Esto se puede lograr apoyandonos de otras

areas, como son. ingenieria genética, bioquimica y biclogia molecular principalmente.

o
op,
R
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7.0. CONCLUSIONES

1. El rendimiento del polisacarido es menor en comparacién al rendimiento que se
obtiene de las algas mannas, pero hay que esiudiar la posibilidad de aumentar el

rendimiento por medio de la ingenieria genética y ofras disciplinas.

2. Todas las pruebas realizadas: como son fuerza del gel, punto de carbonizacion, y
punto de gelificacion nos dieron la pauta para comprobar si 1as caracteristicas del
polisacarido obtenido son las mads adecuadas para ser usado en medios de cultivo
como sustituto de agar bacteriolégico, pero habria que apoyarnos con estudios mas

completos, como es ei caso de parametros reolégicos mas especificos.
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