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I. Resumen
El objetivo de este estudio fue conocer las concentraciones de la fuente de nitrégeno

y la de carbono que permiten la mayor produccion de biomasa bacteriana de una
cepa de bacteria solubilizadora de Fosforo. La presente investigacion se llevo a cabo
en el laboratorio de Agrobiotecnologia en el Departamento de Ciencias Basicas de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro y formoé parte de un proyecto de
investigacion enfocado al desarrollo de un biofertilizante formulado con bacterias

solubilizadoras de fosforo como ingrediente activo.

Se evalud el crecimiento bacteriano y la produccién de biomasa bacteriana en
diferentes medios de cultivo con distintas concentraciones de fuente de carbono y
nitrogeno. Se inicié con tres fuentes de carbono: jarabe fructosado, lactosa y
sacarosa y en las fuentes de nitrogeno: fosfonitrato y nitrato de potasio. Se realizaron
ensayos preliminares para determinar la mejor combinacion de fuente de carbono y
nitrégeno; con los resultados obtenidos se descarté el jarabe fructosado por ser el
medio en el que se registrdé el menor crecimiento y y ademas se detectd acidificacion
del acidificar el medio; se compar6 la sacarosa con la lactosa y su interaccion con el
nitrato de potasio y fosfonitrato, encontrandose una mayor produccion de biomasa en
los medios con sacarosa Yy nitrato de potasio. Se cambid el nitrato de amonio (f) por
el nitrato de amonio, ya que se presentaba un precipitado en los medios con nitrato
de potasio, por ser una fuente con baja pureza de nitrdgeno y ser de grado
fertilizante. Por dltimo se evalu6 solo esta combinacion adecuando las
concentraciones, obteniendo los mejores rendimientos de biomasa en los medios con

30 g/L de sacarosa y 1.7 g/L de nitrato de amonio.

Palabras clave: bacterias solubilizadoras, medio de cultivo, crecimiento bacteriano,

biomasa, carbono, nitrégeno.
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I1. Introduccion
Debido al incremento en el costo de los fertilizantes quimicos y a la contaminacion

gue algunos provocan en el ambiente cuando se utilizan irracionalmente, es
necesario encontrar nuevas alternativas de fertilizacion, econdmicas y mas eficientes
(Soria et al., 2001). El impacto ecolégico es importante en los sistemas de produccion
y el uso de productos amigables con el medio ambiente es elemental para preservar
y mantener los recursos naturales. Asi, la aplicacion de biotecnologias, como el uso
de microorganismos benéficos, permite, por ejemplo, sustituir de manera parcial o
total la fertilizacion nitrogenada. Para ello, es importante la adecuada seleccion de
microorganismos aplicables a diferentes cultivos y condiciones edafoclimaticas
(Hernandez, 2011). Asi, la produccién y comercializacion de productos biofertilizantes
estd encaminada al fortalecimiento de sistemas de produccion sostenible (Alarcon y
Ferrera, 2000).

El fésforo constituye uno de los elementos mas importantes para el desarrollo normal
de las plantas, pero su inmovilizacion impide su correcto aprovechamiento por parte
de los cultivos. EI empleo de productos biotecnolégicos como biofertilizantes
desarrollados a partir de microorganismos, proporciona un resultado efectivo para la
fertilizacion y absorcién de los nutrientes del suelo, ademas de asegurar un producto

sano y una renovacion de la poblacion bacteriana del suelo (Cepeda, 2008).

Los suelos agricolas se encuentran en condiciones crecientes de empobrecimiento
de fertilidad, causando bajas en la produccion de distintos cultivos, asi mismo,
trayendo impactos ambientales severos, debido al uso ineficiente de los fertilizantes
quimicos.

Los biofertilizantes a base de microorganismos representan una opcion clara para la
disminucién del uso de los fertilizantes quimicos, propiciando la reestructuracion del
suelo y el aumento de la produccién a un menor costo para el productor.

Todar (2002) menciond, que es importante saber en gué medio pueden desarrollarse
correctamente y las condiciones que debe tener el mismo, ya que cada

microorganismo requiere encontrar en su medio todas las sustancias necesarias para
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la generacion de energia y para que la biosintesis celular sea de forma adecuada. La
composicién del medio de cultivo puede influir sobre diferentes aspectos en la
fisiologia del microorganismo: su nutricion, multiplicacion, la produccion de
metabolitos primarios y secundarios. Por ello, desde hace muchos afios se disefian
medios con fines practicos para fermentar poblaciones microbianas (Bernal et al,
2002). Echeverria (2007), evalué el crecimiento de Azotobactersp. en el caldo
Pikovskaya modificado recomendado por la literatura y un medio alternativo
formulado a base de melaza; el biofertilizante obtenido en ambos medios de cultivo
alcanzé concentraciones de 10X10%° UFC/ml, (unidades formadoras de colonia por
mililitro) cumpliendo con los requerimientos de concentracion del producto. Asi
mismo, Santillan, (2006) determin6 que el medio de cultivo utilizado para la
multiplicacion de cepas de Pseudomonassp., solubilizadoras de fésforo puede ser

reemplazado por otros medios de cultivo de menor costo.

Becerra et al (2011), en su estudio aislé bacterias solubilizadoras de fésforo de
suelos usados para el cultivo de uchuva, y evalu6 el crecimiento de las cepas en los
medios AG modificado, medio AG y medio BR utilizando como controles SMRS y
SMRS1, encontrando que el medio BR puede ser una alternativa viable para el
crecimiento de microorganismos solubilizadores de fosfato. A su vez, Fernandez et
al., (2005) aislaron una bacteria del genero Bradyrhizobium sp., de la rizosfera de
soya, y se determiné el potencial solubilizador de fésforo de las cepas bacterianas en
el medio NBRIP con halos mayores a 4mm.

Rivera, et al (2010), durante la formulacién de un biofertilizante integrando bacterias
fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fésforo y sustratos inorganicos, para el
buen desarrollo del naranjo agrio, usaron el medio Pikovskaya para las bacterias
solubilizadoras fésforo obteniendo resultados positivos, con una concentracion de 9
X103 UFC/ml.

La presente investigacion tiene como objetivo realizar la optimizacion de un medio de
cultivo para bacterias solubilizadoras de fésforo, donde se pueda obtener la mayor

produccion de biomasa bacteriana.



I11. Objetivos
Objetivo General.

Determinar la composicion de un medio de cultivo de bajo costo para la

produccion comercial de un biofertilizante cuyo ingrediente activo es una cepa

de bacteria solubilizadora de fésforo.

Obijetivos especificos:

e Seleccionar los ingredientes del medio de cultivo que aporten el
Carbono y el Nitrégeno necesarios para el crecimiento de la cepa
bacteriana.

e Seleccionar la concentracion adecuada de las fuentes de carbono y

nitrogeno en el medio de cultivo para el 6ptimo desarrollo de la cepa
bacteriana.

IV. Hipotesis

Una de las combinaciones de la fuente de carbono y del nitrégeno permitira la

produccion maxima de biomasa bacteriana bajo las condiciones de cultivo utilizadas.



V. Revision de literatura

Biofertilizantes

La necesidad apremiante de estrategias sostenibles y de bajo impacto agricola en la
agricultura requiere del desarrollo de preparados microbianos que mejoren la
nutricion de las plantas (Pefa, 2007). De esta manera se inici6 la produccién de los
biofertilizantes, Rojas y Moreno (2008) mencionan que son preparaciones o
productos que contienen células de microorganismos vivas o latentes, las cuales
activan el proceso biolégico y son capaces de formar un compuesto fertilizante
haciendo que la forma no disponible de algunos elementos esté disponible para las
plantas. De la misma manera presentan ventajas agronémicas, ya que permiten una
produccion a bajo costo, proteccion del medio ambiente, mantienen la conservacion
del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad (Acufia, 2003). Dentro
del término biofertilizante se incluyen aquellos basados en microorganismos fijadores
de nitrégeno, solubilizadoras de fésforo y los microorganismos celuloliticos (Cepeda,
2008).

El beneficio que aporta la simbiosis entre microorganismos y las plantas ha sido bien
documentado en diversos estudios, dando especial énfasis en los que respecta a la
promocion del crecimiento y nutriciébn de plantas, especialmente aquellas de interés

horticola, fruticola y forestal (Alarcon y Ferrera, 1999 y Jeffrieset al., 2003).

Existen ejemplos del uso de biofertilizantes, tales como los resultados del estudio de
Melano, (2004), el cual aisl6 bacterias del suelo, para luego seleccionar entre ellas
las Gram negativas en forma bacilar para ser llevadas a aislamiento en medios
selectivos de microorganismos quimioorganicos. El crecimiento de estos
microorganismos en estos medios selectivos representa una activacion de la enzima

nitrogenasa. Esta enzima tiene como funcién la fijacion del nitrogeno de N2 hacia



NOs forma en la que el suelo debe tener disponible el nitrégeno; al mismo tiempo
cumpliendo con las necesidades para el desarrollo de un sistema de Compost tipo
Windrow.

Rojas y Moreno, (2008), aislaron bacterias nativas del cultivo de arroz y las
mezclaron en diferentes relaciones con sustancias humicas, polietilenglicol, carbopol
y quelatos, para crear un biofertilizante y mantener la viabilidad y estabilidad en
almacenamiento y campo; el resultado de uno de los prototipos mostré un efecto
benéfico sobre la produccion (M=8,500 kg/ha) superando a los testigos (7,625
kg/ha), con esto se ratific6 la importancia que tienen los microorganismos en los

agroecosistemas.

Biofertilizantes en la agricultura

Una de las vias que se puede emplear para mejorar la fertilidad del suelo y lograr
estimular la nutricion de las plantas es incrementar la poblacion de microorganismos
gue ayudan en este proceso, partiendo de su inoculacién a las plantas, las semillas o
el suelo (Treto, et al., 2005). La biofertilizaciéon incluye como agentes promotores del
crecimiento vegetal, a hongos y bacterias benéficas del suelo (micorrizas y
rizobacterias), asi como desechos organicos a través de compostas Yy
vermicompostas (Alarcén y Ferrara, 2000), donde siempre existe la intervencion de
microorganismos.

El uso de microorganismos promotores de crecimiento en la agricultura se denomina
inoculacién o biofertilizaciéon, es considerada una biotecnologia que constituye al
desarrollo ya que favorece el desarrollo de los cultivos agricolas, beneficia al
productor, y se ha descrito como ambientalmente segura, econémica y socialmente
aceptable (Aguirre, 2004)).

Existen diversos ejemplos del uso de los diferentes tipos de microorganismos usados
en la produccion de biofertilizantes. Terry et al, (2005) realizaron una inoculacion
artificial de rizobacterias como biofertilizantes causando un efecto positivo sobre el

crecimiento de las plantulas, asi como en el estado nutricional de las plantas de
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tomate, con un rendimiento agricola superior a un 11% con respecto a las plantas
testigo.

Las bacterias que habitan en la rizosfera pueden ser aisladas e inoculadas en los
cultivos ejerciendo un efecto positivo sobre las plantas. Se ha demostrado que las
rizobacterias inducen resistencia en las plantas contra enfermedades flungica,
bacterianas y virales y también han sido efectivas contra insectos y nematodos. Es
importante resaltar que este enfoque de control biolégico de patdogenos mediante el
uso de rizobacterias puede contribuir de manera substancial al desarrollo de una
agricultura sustentable (Lopez, 1992).

Al evaluar el efecto de la inoculacién de dos rizobacterias probablemente del género
Rhizobium, las cepas 33 y 45, y otra de naturaleza endofitica, la cepa M, en semillas
de lechuga, se encontr6 que la cepa 33 y el consorcio 3345 incrementaron
significativamente (p< 0.05) el peso seco de las plantulas con 30 dias de edad en
relacion al testigo no inoculado. Aunque todas las cepas bacterianas produjeron AIA
en ausencia y presencia de triptéfano, éste no es el Unico parametro implicado en la
promocién del crecimiento de las plantulas de lechuga (Pefia y Reyes, 2007).

La produccion de cafia de azlUcar en Cuba ha sufrido considerables afectaciones
desde el punto de vista financiero y climatolégico, por lo que se hace necesario
establecer sistemas de produccion sostenibles que promuevan la elevacién de los
rendimientos agricolas y protejan al medio ambiente. Se ha realizado la aplicacién de
biofertilizantes como alternativa de nutricién y propiciar una produccion sostenible de

cafa de azucar (Torriente, 2010).

Importancia de los microorganismos en el suelo

La fertiidad del suelo depende en gran parte de la actividad bacteriana; son
absolutamente esenciales para todos los procesos vitales, ya que sin los procesos de
putrefaccion y desintegraciéon no habria descomposicion de la materia vegetal y

animal muerta, lo cual trae consigo la liberacidon de sustancias quimicas simples



como nitrato sédico, fosfato de calcio, cloruro de sodio y solubilizacion de fésforo
(Bryan et al, 1971).

La diversidad y abundancia de los microorganismos del suelo dependen de su
estructura, es decir, su profundidad, aireacion, humedad, drenaje. Absorcion,
penetracion radicular, pH, cantidad de materia organica, etc. Siendo la rizosfera la
zona de influencia, debido a que cuenta con condiciones favorables para su
desarrollo. Tomando asi una importancia ecoldgica y biolégica dentro del ecosistema
del suelo, influyendo en el desarrollo radicular, absorcion de nutrientes para la planta,
la amonificacion, nitrificacién, simbiontes, solubilizadoras y oxidantes de algunos
elementos no disponibles para la planta. Al mismo tiempo cumplen con funciones de

grado antagonico contra patdgenos (Lépez, 1992).

Microorganismos solubilizadores de fésforo

En la agricultura sustentable desempefian un papel primordial los procesos
biologicos tales como: la asociacion simbittica de bacterias nitrificantes y bacterias
solubilizadoras de fosforo, asi como la utilizacion de materiales organicos. La
solubilizacion del fésforo mineral, principalmente se lleva a cabo por bacterias de los
géneros Pseudomonas, Mycobactrium, Micrococcus, BacillusyFlavobacterium(Lopez,
1992).

El empleo de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP) para la solubilizacién de
distintas rocas fosfatadas y de otras fuentes de fosforo es una alternativa para
incrementar la cantidad de P disponible para las plantas. Paredes (2010), menciono
que los géneros Pseudomonas, Pantoea y Burkholderiamostraron halos de
solubilizacion de fosfato de hasta 3.8 cm en 14 dias en medio soélido, y en medio
liquido se determinaron hasta 380 mg-mL-! de fosfato soluble a los 6 dias.

Fernandez et al, (2005), investigaron sobre la capacidad de solubilizar fosfato
tricalcico de los grupos de bacterias predominantes en el suelo, de 250 cepas de
Bradyrhizobium sp. y de 10 cepas de coleccibn se probd en placa de Petri

conteniendo el medio NBRIP con 5 g-L* de fosfato tricalcico. Se midi6 el tamafio de
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los halos de solubilizacién y se aislaron aquellas colonias que mostraban halos

mayores a los 4 mm.

Importancia del fosforo para las plantas

La disponibilidad del fésforo esté limitada, debido a que a pH alcalino existe en su
forma basica POs*, que al combinarse con iones divalentes forma compuestos
insolubles. Sin embargo, las plantas absorben unicamente el fosforo que esta en la
solucién del suelo en forma de H2PO4? (ion fosfato diacido). Por lo que cualquier
fertilizante, ya sea de origen organico o mineral, debe de transformarse primero en

esas formas quimicas antes de ser utilizado por el cultivo. (Teuscheret al, 1965).

El fésforo es un componente esencial de los vegetales, cuya rigueza media en forma
de P20s es del orden del 0.5 al 1% de la materia seca. Se encuentra en parte en
estado mineral, pero principalmente formando complejos organicos fosforados con
lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y otros compuestos como la fitina
(hexafosfato de inositol, una forma de almacenamiento de fésforo en las semillas).
Juega un papel vital en todos los procesos que requieren transferencia de energia en
la planta. Ya que los fosfatos de alta energia, encontrados en el adenosindifosfato
(ADP) y en el adenosintrifosfato (ATP), son la fuente de energia que empuja una
multitud de reacciones quimicas dentro de la planta. Donde la transferencia de los
fosfatos entre estos compuestos a otras moléculas (fosforilacién) es el factor
desencadenante de una gran cantidad de procesos celulares en las plantas (Afif,
2005).

Comunmente, el fosforo forma parte de los compuestos fertilizantes mas importantes
para el agricultor, ya que el fésforo es considerado como un factor de crecimiento, al
igual que el nitrogeno, sobre todo durante la primera fase del desarrollo de la planta,
particularmente el radicular. Ademas aumenta la resistencia de la planta al frio y a las
enfermedades. En términos generales, puede decirse que es un elemento regulador

de la vegetacion y por tanto, un factor de calidad, al favorecer los periodos de
8



vegetacion que son criticos para el rendimiento del cultivo: maduracion, fecundacion
y movimiento de las reservas (Guerrero, 1990). Las carencias de fosforo en las
plantas se ponen de manifiesto por un follaje de color verde oscuro, casi azulado,
acompafado por el amarillamiento y secado de la punta de las hojas y una
ondulacion caracteristica, mostrando, a veces, manchas purpuras (Alexander, M.
1987).

El principal inconveniente del empleo de los fertilizantes minerales es que gran parte
del fosforo suministrado tiende a acumularse en el suelo en forma de compuestos
insolubles. En la materia organica se halla contenido en varios compuestos organicos
complejos (lecitina, &cidos nucleicos, fitina, etc.) los cuales son atacados y
descompuestos por las bacterias y hongos del suelo por medio de enzimas como la
“fitasa” y diferentes esterasas, liberandose el fésforo en forma de fosfatos o de acido

fosforico (Teuscheret al. 1965).

Produccién de biofertilizantes de origen microbiano

Los microorganismos realizan diferentes reacciones quimicas, mineralizacion,
inmovilizacién, oxidaciones, reducciones, fijaciones de algunos gases como
nitrdgeno, volatilizacion, solubilizacion etc. Estas reacciones finalmente se reflejan en
las siguientes acciones; formacién de humus, degradacion de materia organica,
control microbiano, fijar nitrégeno, etc. (Olalde y Serratos, 2004). Es por esta razon
que Alarcén y Ferrera (2000) destacan la importancia y manejo de microorganismos

benéficos de importancia para la agricultura.

Los biofertilizantes son productos con base en microorganismos que estan
involucrados en los procesos nutritivos de las plantas. Ademas de los
microorganismos, es necesario mejorar las técnicas para la formulacion de los
productos para mantener la viabilidad (optimizacion de medio, fermentacion y

escalamiento) y estabilidad en almacenamiento y campo (Rojas y Moreno, 2008).



Las biotécnicas de fermentacion utilizan bacterias, virus, hongos filamentosos,
levaduras y algas unicelulares. Estos microorganismos poseen una velocidad
metabodlica muy alto debido a su dimension microscépica que ofrece una superficie
de contacto considerable con el producto tratado. Las fermentaciones microbianas
tienen ademas la ventaja de ahorrar notablemente energia, ya que usan
procedimientos suaves, es decir no requiere las altas temperaturas exigidas por
fermentaciones tradicionales. La fermentacion consiste en la multiplicaciéon de
microorganismos en un substrato biolégico (glucosa, almidon de caracter celulésico,

etc.) que les sirve de alimento (Arroyo, 1989).

Medio de cultivo

Gran parte de la investigacion en microbiologia depende de la capacidad de cultivar
y mantener microorganismos en laboratorio, y esto solo es posible si se cuenta con
los medios de cultivo adecuados (Willeyet al, 2009), ya que el microorganismo
requiere para su crecimiento de una fuente de energia y de fuentes de materia, que
contenga todos los nutrientes que el microorganismo necesita para multiplicarse
(Quintero, 1981).

El ambiente bioquimico (nutricional) se hace disponible como medio de cultivo, y
dependiendo de las necesidades especiales de cada bacteria particular se ha
desarrollado una gran variedad y tipos de medios de cultivo con diferentes propdsitos
y utilizaciones (Willeyet al, 2009). Los microorganismos tienen la capacidad de usar
el alimento como fuente de nutrientes y energia, obteniendo de ellos los elementos
guimicos que constituyen la biomasa bacteriana, aquellas moléculas que son
indispensables para su crecimiento y que el organismo es incapaz de sintetizar
(Adams y Moss, 1995).

De acuerdo Willey, et al (2009) la composicion precisa de un medio dependera de la
especie que se desea cultivar, pues las necesidades nutricionales varian

enormemente, (Quintero, 1981; Tortora et al, 2007) por ende la concentracion de
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nutrientes indispensables puede, hasta cierto punto, determinar la velocidad del
crecimiento bacteriano. Por tal motivo el conocimiento del habitat normal del
microorganismo suele ser util para seleccionar un medio de cultivo apropiado, ya que
sus necesidades nutricionales son un reflejo de su entorno natural (Willeyet al,
2009).

De acuerdo a Frioni (1999), los microorganismos se clasifican nutricionalmente por la
naturaleza de su fuente de energia, por la fuente principal de carbono y por la

naturaleza de los donadores de electrones.

Tabla 1Clasificasion nutricional de los microorganismos

Fuente de Luz Fotobtrofos
Energia Reacciones quimicas Quimiotrofos
Fuente de Inorganico — COz2 Autétrofos
Carbono Organico Heterotrofos
Donadores de Inorgénico Litotrofos
Electrones Organico Organotrofos

De igual manera emplean tres tipos de generacién de energia, ya sea mediante la

fermentacion, fotosintesis y/o respiracion.

Nutriciéon bacteriana

Los nutrientes son sustancias empleadas para la biosintesis y la obtencion de

energia, y son por tanto necesarios para el crecimiento microbiano (Willeyet al
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(2009). Un nutriente bacteriano debe contar con las siguientes caracteristicas, de
acuerdo con Frioni (1999):

e Poder atravesar la membrana celular por transporte pasivo o activo.
e Ser utilizado por alguna enzima de la célula.

e Proveer de energia o subunidades de las macromoléculas.

Desde que se idearon técnicas para cultivar microorganismos en condiciones de
laboratorio, los microbiélogos se interesaron en descubrir los compuestos que utilizan
los microorganismos como fuente de los elementos carbono, hidrégeno, oxigeno,
nitrogeno, fosforo y azufre, elementos que representan la mayor parte del peso seco
de los microorganismos (Rouse, 1969). El anadlisis de la composicion de las células
microbianas muestra que mas del 95% de su peso seco esta constituido por unos
pocos elementos quimicos: carbono, oxigeno, hidrégeno, nitrégeno, azufre, fosforo,
potasio, calcio, magnesio y hierro. Estos elementos quimicos reciben el nombre de
macroelementos 0 macronutrientes porque son requeridos por los organismos en
cantidades relativamente grandes. Los primeros seis elementos (C, H, O, N, Sy P)
forman parte de los carbohidratos, lipidos, proteinas, y acidos nucleicos. El carbono
es necesario para construir los esqueletos de todas las moléculas organicas que
forman parte de los organismos. El hidrogeno y el oxigeno son utiles para el trasporte
de electrones y reacciones de Oxido reduccion. Para crecer, los microorganismos
deben ser capaces de incorporar grandes cantidades de nitrogeno, fésforo y azufre.
El nitrbgeno es necesario para la sintesis de aminoacidos, purinas, pirimidinas,
algunos carbohidratos vy lipidos, cofactores enzimaticos y otras sustancias. Mientras
que el fésforo esta presente en los acidos nucleicos, fosfolipidos, nucle6tidos (como
ATP), varios cofactores, algunas proteinas y otros componentes celulares. Asi
mismo, el azufre es necesario para la sintesis de sustancias como los aminoacidos
cisteina y metionina, algunos carbohidratos, biotina y tiamina (Willeyet al, 2009).

Los 4 elementos restantes se encuentran en la célula en forma de cationes, y

desempeiian una variedad de funciones. Por ejemplo el potasio (K*) es necesario
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para la actividad de varias enzimas, incluyendo algunas implicadas en la sintesis de
proteinas. El (Ca?*), entre otras funciones, contribuye a la resistencia al calor de las
endosporas bacterianas. El magnesio (Mg?*) sirve como cofactor para muchas
enzimas, forma complejos con el ATP, estabiliza los ribosomas y las membranas
celulares. El hierro (Fe?* y Fe®*) forma parte de los citocromos y es un cofactor de
diversas enzimas y proteinas transportadoras de electrones.

Ademas de macroelementos, todos los microorganismos requieren otros nutrientes
en pequefias cantidades. Los micronutrientes: manganeso, zinc, cobalto, molibdeno,
niquel y cobre, son esenciales para la mayoria de las células. Sin embargo, se
requieren en cantidades muy pequefas; por eso, las cantidades presentes (como
contaminaciones) en el agua, el material de vidrio y los componentes habituales de
los medios de cultivo ya suelen ser suficientes para el crecimiento. Los
micronutrientes son normalmente parte de las enzimas y cofactores, y ayudan en la
catdlisis de las reacciones y en el mantenimiento de la estructura de las proteinas
(Tortoraet al, 2007).

Crecimiento bacteriano

Los microorganismos constituyen un importante grupo de organismos primitivos y
simples, la mayoria unicelulares microscépicos y otros macroscépicos filamentosos o
cenociticos, capaces de realizar innumerables procesos biolégicos, que han surgido
muy temprano en la evolucién, pero que se han adaptado a las condiciones

ambientales actuales (Frioni, 1999).

Willeyet al (2009), mencionaron que las bacterias se reproducen por fision binaria
causando un aumento en el nimero de células de una poblacién. El crecimiento
poblacional es estudiado mediante el andlisis de la curva de crecimiento de un cultivo
microbiano. Cuando se cultivan en medio liquido, suele hacerse en un cultivo
discontinuo o sistema cerrado; es decir, los microbios son incubados en un recipiente
cerrado al gue no se afiade (ni se quita) mas cantidad de medio que la inicial. Por
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tanto, las concentraciones de nutrientes disminuyen progresivamente, mientras que
las concentraciones de residuos aumentan. El crecimiento de microorganismos que
se reproducen mediante fisidbn binaria puede representarse graficamente como el
logaritmo del nimero de células viables frente al tiempo de incubacién, resultando de

ello 4 fases distintas:

a) Fase de latencia

Cuando se introducen microorganismos en un medio de cultivo fresco,
generalmente no se produce un aumento inmediato del nimero de células. La
necesidad de una fase de latencia, previa al comienzo de la division celular,
puede ser debida a varias causas; el medio de cultivo puede ser diferente de
aquel en el que el microorganismos estaba anteriormente, quiza las células
estaban envejecidas o por la ausencia de cofactores esenciales y ribosomas
Los microbios requieren también de cantidades muy pequefias de otros
elementos minerales, como hierro, cobre, molibdeno y cinc (Tortoraet al,
2007).

Quintero (1981) menciona que después de un periodo lag, el crecimiento
ocurre a maxima rapidez y finalmente cesa, ya sea por carencia de un
nutriente o por acumulacién de un producto inhibitorio o algan cambio en el

ambiente fisicoquimica.

b) Fase exponencial
Los microorganismos crecen y se dividen a la velocidad maxima posible que
les permite su potencial genético, la naturaleza del medio, y las condiciones
de cultivo. La duracién de la fase exponencial de crecimiento depende
parcialmente de la concentracion inicial del sustrato limitante (Quintero, 1981);
lo anterior implica que el cultivo pasa de un estado en el cual crece con
exceso de sustrato a otro de carencia de sustrato, de manera que los periodos
a velocidades menores que la maxima no son suficientemente largos para

permitir al organismo ajustar su estructura interna a las nuevas condiciones.
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c) Fase estacionaria
En un sistema cerrado, llega un momento en que el crecimiento de la
poblacion se detiene y la curva de crecimiento se hace horizontal. Los cultivos
bacterianos suelen alcanzar esta fase, cuando la poblacion asciende a unas
10° células por mililitro.

d) Fase de disminucion prolongada
Debido al agotamiento de nutrientes y la acumulacion de residuos dentro del
medio, se pausa el crecimiento y reproduccion bacteriana (Willeyet al, 2009).
Asi mismo el nimero de muertes de células supera el nUmero de nuevas

células formadas y la poblacién entra en fase de declinacion.

Medicién del crecimiento bacteriano

El crecimiento de las poblaciones bacterianas puede medirse de diferentes maneras.
Algunos meétodos determinan el ndmero de células y otros la masa total de la
poblacién, que a menudo es directamente proporcional al nimero de células. La
magnitud de la poblacién normalmente se registra como el nimero de células que
hay en un mililitro de liquido o en un gramo de material sélido (Tortora, et al 2007;

Willeyet al, 2009). Tales métodos son los siguientes:

¢ Recuentos en placa
Mediante esta técnica, solo se toma en cuenta las células viables y capaces de
reproducirse.

e Filtracion
Se emplea para el recuento de bacterias acuaticas empleando un filtro de
membrana. EIl filtro es colocado sobre un medio solido o sobre una esponja
empapada en medio liquido y es incubado hasta que las células dan lugar a colonias
separadas. Esta es una técnica util para medir la pureza del agua.

e Turbidimetria
Este método es rapido y sensible, esta basado en la dispersion de la luz por parte de
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las células microbianas. Como todas las células microbianas de una poblacion tiene
un tamafio parecido, la intensidad de la dispersion es directamente proporcional a la
biomasa de células presentes, y esta indirectamente relacionada con el nimero de
células.
e Peso seco

El crecimiento de una poblacion viene acompafiado de un incremento de la masa
celular total, no solo del niumero de células. Mediante este método las células de un
cultivo en medio liquido son recogidas mediante centrifugacion, para seguidamente

ser lavadas, secadas en un horno, y pesadas.

Condiciones ambientales para el crecimiento bacteriano

Frioni (1999) y Quintero (1981) mencionan que existen tres tipos de factores que
afectan el crecimiento bacteriano, ya sea en vida libre o en cultivos aislados.Por

comodidad se dividen los factores del ambiente en:

. Fisicos, como la temperatura, gases, presion osmatica, pH
. Quimicos, o fisico-quimicos: nutrientes, sustancias antimicrobianas
. Biologicos, otros organismos: microorganismos, micro y meso fauna, la

vegetacion, afectan también las actividades microbianas.

Temperatura

Cada organismo exhibe unas temperaturas minima, éptima y maxima a las cuales
puede haber crecimiento. Estas temperaturas se conocen con el calificativo de
cardinales y son en gran parte, tipicas de un determinado organismo. En base a sus
temperaturas cardinales los microorganismos pueden ser clasificados en varios

grupos fisioldgicos (Adams y Moss, 1995; Frioni, 1999):
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Tabla 2 Rangos de temperatura para el crecimiento de diferentes tipos de bacterias
(Frioni, 1999).

Tipos Rango de temperatura Optimo
Sicrofilos 0-20°C 15°C
Mesofilos 15-45°C 35°C
Termdfilos 40-70°C 55 °C

Uno de los factores mas importantes que influye en el efecto de la temperatura sobre
el crecimiento, es la sensibilidad a la temperatura de las reacciones catalizadas por
enzimas. Cuando los organismos se encuentran por encima de su temperatura
Optima, se ven afectadas tanto la funcion como la estructura celular. Si las
temperaturas son muy bajas, se afecta a la funcién pero no necesariamente a la

composicién quimica y la estructura de la célula (Willeyet al, 2009).

pH

Aungue los microorganismos pueden crecer en amplios intervalos de pH, con valores
lejanos de sus Optimos, existen limites para esta tolerancia. Las variaciones drasticas
del pH citoplasmético pueden dafiar a los microorganismos debido a la alteracion de
la membrana plasmatica o a la inhibicién de la actividad de enzimas y de proteinas y
transportadoras de membrana. Los cambios del pH externo también pueden alterar la
ionizacion de las moléculas de nutrientes, y de este modo reducir su disponibilidad

para el organismo (Willeyet al,2009; Tortora et al, 2007).

Frioni, (1999), menciona que si bien el pH interno de las células es neutro, los
microorganismos poseen mecanismos de control de entrada y salida de protones y
cationes a nivel de la membrana y pueden desarrollarse en amplios rangos de

concentracion hidrogénica:
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Tabla 3 Tipos de microorganismos con respecto a su pH en que se desarrollan

Tipos Rango de pH Optimo
Aciddfilos 0-7 5
Neutrofilos 5-12 7

Basofilos 9-14 10

Oxigeno

La importancia del oxigeno para el crecimiento de un organismo esté directamente
relacionada con su metabolismo; en particular, con los procesos que emplea para
conservar la energia obtenida de su fuente energética (Willeyet al, 2009; Tortora, et
al, 2007).

El oxigeno es necesario dependiendo del tipo de microorganismo, por ello de

acuerdo a su necesidad, se han dividido en (Frioni, 1999):
e Aerobios
» Obligados: Requieren de oxigeno para crecer (21 %)
» Facultativos: No requieren pero crecen mejor en presencia de oxigeno.

e Microaerofilos: Requieren, pero a niveles mas bajos que los atmosféricos (1-
15 %)

e Anaerobios
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> Aerotolerantes: No requieren y crecen mejor cuando el oxigeno esta

presente.

> Obligados: La presencia de oxigeno es letal

Agua

La vida tal como la conocemos depende totalmente de la presencia del agua en
estado liquido. Las reacciones que tienen lugar en el citoplasma trascurren en un
medio acuoso Yy el citoplasma esta rodeado por una membrana que generalmente es
permeable a las moléculas de agua, las cuales pueden pasar libremente del
citoplasma al medio y del medio al citoplasma (Adams y Moss, 1995; Tortora, et al,
2007). Frioni (1999), menciona que la humedad afecta la actividad microbiana en
dos aspectos: un cierto nivel es necesario ya que el agua es un nutriente esencial y
las reacciones bioquimicas se realizan solamente en medio acuoso, pero cuando el
aporte es excesivo se limita la difusion del oxigeno, creandose condiciones
anaerobias. La méaxima densidad bacteriana se encuentra en niveles de humedad
comprendidos entre el 50 y el 75% de la capacidad de campo. La saturacion trae

aparejada disminucion en las bacterias aerobias y aumento de las anaerobias.

Las variaciones de la concentracibn osmoética del entorno pueden afectar a los
microorganismos, ya que la membrana plasmética presenta permeabilidad selectiva.
Si se coloca a un organismo en una solucion hipoténica (con menor concentracion
osmoética que la del citoplasma), el agua entrara a la célula y hara que esta explote,
si no hay nada que impida esta entrada. A la inversa, si el microorganismo es
colocado en una solucién hipertdnica (con mayor concentracion osmatica que la del

citoplasma), el agua saldra de la célula (Willeyet al, 2009).
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Biorreactores

Biorreactor es un recipiente usado para la fermentacién con instrumentos capaces de
controlar las condiciones ambientales, dentro del mismo para el 6ptimo desarrollo del

microorganismo cultivado (Tortora et al, 2007).

Como todos los seres vivos, los microorganismos crecen, se reproducen y segregan
algunos compuestos bioquimicos de importancia para el hombre. Estas
caracteristicas en que se ha basado la utilizacion de los microorganismos como
productores de fermentacion en un biorreactor. Para que una fermentacion se realice
son necesarios los siguientes requisitos: tener un microorganismo de caracteristicas
idoneas para el proceso y/o producto particular, proveer un medio de cultivo
adecuado (que contenga todos los nutrientes esenciales en las proporciones y
cantidades oOptimas de produccién) vy, finalmente, establecer y controlar las
condiciones fisicoquimicas necesarias para el desarrollo de la fermentacion. Como
resultado se obtendr4 una cantidad de microorganismos mayor que la inicial y
diversos productos (antibioticos, esteroides, enzimas, acidos organicos, etc.). Todo
fermentador debe cumplir con dos requisitos fundamentales: mantener un medio
homogéneo sin zonas muertas y a la vez transferir oxigeno al medio empleando el

minimo de energia posible (Quintero, 1981).

Tipos de biorreactores

A nivel de laboratorio y de planta piloto existen muchos tipos de fermentadores, pero
a escala industrial y en operacion son cuatro los tipos principales: el Waldoholf, el de
turbina, columna burbujeadora y el airlift. De los 4 tipos, el fermentador de turbina es
el mas usado en fermentaciébn por ser capaz de suministrar altas cantidades de

oxigeno por unidad de tiempo y volumen (Quintero, 1981).

Estudios recientes de Lizardi (2011), obtuvo mediante la modelacion de un

fermentador airlift buenos resultados al incrementar la eficiencia (rendimiento y
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productividad) de la produccién de un consorcio microbiano degradador de petréleo
con un menor gasto de energia, asi mismo logré el estudio de un bioproceso con
transferencia de masa y reaccion (degradaciéon de HXD y crecimiento microbiano al
mismo tiempo. Mientras que los resultados obtenidos por Morales (2008), muestran
gue el crecimiento de biomasa de los cultivos celulares de J. mexicana se incremento
en un 17% en el biorreactorairlift y en el de columna de burbujeo, mientras que en el
tanque de agitado mecanicamente este incremento fue del 21%. La actividad
proteolitica obtenida en los biorreactores de columna de burbujeo y airlift fue del
mismo orden de magnitud, en cambio en el biorreactor de tanque agitado la actividad
fue mayor. El cultivo en biorreactores no provocaron disminucion en la produccion de
enzimas proteoliticas, ni cambio significativo en la viabilidad y morfologia celular
(Morales, 2008).

En la investigacion de Cruz (2007) se demostré que la inyeccion de aire en procesos
de fermentacion liquida usando biorreactoresairlift, tienen un efecto directo sobre la
velocidad de agitacién, la velocidad de crecimiento y morfologia, asi como sobre la
produccion de metabolitos secundarios y biomasa en diferentes microorganismos
(Cruz, 2007), asumiendo de esta manera la eficiencia con que trabaja este
biorreactor. De tal manera que en la fermentacion del Lactoccocuslactispara la
produccién del complejo enzimatico que genera un biopolimero a partir de glucosa,
se presenta extrema limitacién de oxigeno. Se implementd un sistema de aireacion
externo con un microburbujeador de acero sintetizado y recirculacion de medio de
cultivo, acoplado a fermentadores del tipo tanque de agitado, mostrando efectos
positivos, ya que favorece la transferencia de oxigeno de la fase gaseosa a la fase

liquida, valores similares a los reportados por biorreactoresairlift(Soler, 2009).
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VI. Materiales y métodos

Ubicacion del sitio

La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Agrobiotecnologia en el

Departamento de Ciencias Basicas, el cual se encuentra dentro de las instalaciones

de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo,

Coabhuila.

Materiales y reactivos

a)

b)

Material bioldgico.

Se usaron las bacterias CBNG-14 (Pantoeaananatis) y la CBLA-177
(Pseudomona brassicacearum), que fueron aisladas de la rizosfera de
solanaceas. Previamente ya habian sido estudiadas como unas de las

cepas con mayor indice de solubilizacion de fésforo.

Material quimico

Para la solucion de microelementos se usaron los siguientes reactivos:
sulfato ferroso heptahidratado, sulfato manganoso hidratado, sulfato de
zinc heptahidratado, sulfato caprico pentahidratado y molibdato de amonio.
Para la preparacion del medio de cultivo: sacarosa, lactosa, jarabe
fructosado, nitrato de amonio grado fertilizante, nitrato de potasio, sulfato
de magnesio heptahidratado, sulfato de amonio, fosfato de potasio, fosfato
di-potasico y solucién de microelementos. Los cuales fueron de las
siguientes marcas: Analytyka, Bioxon, CTR, Fermont y Jalmek, grado

reactivo.
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c) Equipo

Tabla 4 Equipos empleados en este trabajo de fesis.

Aparato Marca Modelo
Incubadora Novatech E160-AlA
Centrifuga ThermoScientific 3L40R
Campana de flujo Novatech CFLV-90E
laminar
Espectrofotometro ThermoScientific Génesis 10-s UV
Scanning
pH metro Conductronic 45-02-188
Autoclave Novatech EN-30
Shacker ThermoScientific Max Q 5000
Estufa de secado Novatech HS45-AlA
Balanza analitica AND GF-200
Balanza analitica AND H-120
Microondas Panasonic NN-8655WM

Ultracongelador

ThermoScientific

Revco VALUE PLUS

Cuenta viable

Una de las formas para evaluar el crecimiento bacteriano fue por turbidiometria, para
lo cual fue necesario establecer la relacion entre los valores de absorbancia del
espectrofotometro versus el nimero de bacterias presentes en el medio. Esta

relacion se establecié cultivando la bacteria en medio liqguido y posterior a
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cuantificacion del numero de bacterias viables en éste, mediante la determinacion del
namero mas probable presente en diferentes diluciones del cultivo. Esto fue
realizado de la siguiente manera:

Inicio de un cultivo clonal

Se tomo un cristal de una muestra del cultivo de la cepa CBLAL177 que se conserva
congelada a -80° C y se inocul6 por estrias una placa de agar nutritivo. Esta fue
incubada durante 48 horas a 27°C en una incubadora bacteriolégica. De este cultivo
se tomo6 una muestra de una colonia claramente separada de las otras para iniciar el
cultivo en medio liquido.

Crecimiento de la bacteria en medio liquido

Con la muestra de la colonia se inoculdé un tubo de ensaye de 10 mL que contenia 3
ml de medio MA'y se incubé por 18 h a 30°C y 200 rpm en la incubadora con agitador
rotatorio (shaker). Este cultivo sirvié a su vez como indculo de otro cultivo en matraz
de 150 mL con 30 mL de medio MA, que de nuevo fue incubado por 18 h a 30°C y
200 rpm. Al final de la incubacion se tomaron 11 muestras del cultivo y se ajustd su
densidad 6pticaa 0.1, 0.2, 0.3,........ , 1.1 Unidades de DO a 660 nm.

Determinacién de las UFC mediante el nimero mas probable

Para cada muestra con diferente DO se prepararon diluciones seriadas de la
suspensién bacteriana usando solucion salina en relacion 1:10 desde 0.1 hasta 1x10-
10, De cada dilucion se tomaron 100 pL para inocular 3 placas con AN, que se
incubaron durante 48 h a 30° C. En aquellas placas donde hubo crecimiento
bacteriano y éste fue de menos de 400 colonias, se procedio al conteo de colonias.

El nimero de colonias en las placas que tuvieron entre 20 y 300 se uso para calcular
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el namero total de células multiplicando por la dilucion de la que procedieron las
placas. El numero obtenido para cada muestra de DO se utilizé para establecer la
correlacion al graficar numero de células versus DO. De lo cual resulto la siguiente
formula, que sirvio para determinar las UFC/mL en los medios evaluados
posteriormente:

Y=4E8*e83247* (Formula 1)

Y=4 E8*es.3247x

UFC/ml
m
N

. ’ . ’ r .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Densidad o6ptica

llustracion 1 Correlacion entre densidad optica y las UFC/mL

Cultivo de la bacteria
Los medios para el cultivo estandar de la bacteria y para contar con indculos en las

fermentaciones de prueba de medios de cultivo, fueron el medio MA y AN (agar

nutritivo)
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a) Medio liquido MA

Tabla 5 Composicion del medio MA

Reactivo g/l
KH2PO4 0.4
K2HPO4 0.1
MgSO,-7H.0 0.2
NaCl 0.1
CaCl; 0.02
FeSO4-7H,0 0.02
Na>MoO4-2H,0 2mg
Acido Malico 5.0
Extracto de levadura 2.0
Agar bacteriolégico 15.0
KOH 4.5

b) Medio sdlido de agar nutritivo (AN)
Se prepar6 a razén de 24 g por litro de agua. El medio se calenté en microondas y se
agité hasta lograr su completa disolucién. Se pas6 a varios matraces de 500 ml y se
esterilizé a
120°C, 15 psi durante 15min.
El medio estéril se distribuyd en cajas petri a razon de aproximadamente 15 ml por
caja. Esta operacion se realizd en una campana de flujo laminar. En este medio se

realizé la reactivacion bacteriana a partir de las muestras congeladas.

Medios de cultivo a evaluar

a) Reactivacion de la bacteria e inoculacién de los diferentes medios de
cultivo.

Se tomO6 una muestra de la cepa CBLA 177 contenida en un microtubo dentro del
ultracongelador. Dentro de la campana de flujo laminar se realizé la siembra de la
bacteria en una caja de Petri con agar nutritivo, mediante la técnica de estria
cruzada. Enseguida se dej6 incubar la cepa durante 48 h a 25°C.
Llevar la placa a la campana para inocular de 1 a 4 tubos de 10mL con medio MA,
incubarlos en el shacker durante 18 h a 25°C y 200 rpm.

Tomar los tubos y pasar su contenido a matraces con MAy incubar en el shacker por
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18h a 25°Cy 200 rpm.
Después del tiempo transcurrido tomar lectura de la Densidad Optica (DO) del medio
y ajustar una DO >0.7, para inocular los matraces con los medios a evaluar con

100pla cada uno.

b) Preparacion de los medios de cultivo
Se usaron las siguientes concentraciones de las fuentes de carbono y nitrogeno
inicialmente, lo cual con los resultados de cada ensayo se fue cambiando, para
realizar la optimizacion del medio.
Se inici6 con las siguientes cantidades de las fuentes de carbono: jarabe fructosado
al 42% de fructosa 107.14 ¢/l; lactosa, 25 g/l y sacarosa 70 g/l y las fuentes de
nitrégeno: nitrato de amonio (f)!, 2.4 g/l y nitrato de potasio, 2.4g/l.

Los valores de las sales se mantuvieron estables.

Tabla 6 Concentracion de sales para 1 L de agua (cadlculos de obtencion de estas

cantidades en Anexos).

Reactivo g/L
MgSOa4-7H20 0.44
(NH4)2S0a4 0.58
KH2PO4 3.5
K2HPO4 2.15
Solucién de 1mL

microelementos

Cada cultivo se realiz6 en matraces de 150 ml con 30 ml de medio; los matraces
fueron llevados a esterilizar en la autoclave por 15 minutos a 120 °C. Se inocularon
con la cepa reactivada previamente y se incubarondurante 18 h a 200 rpmy 30 °C.

Al término de la fermentacion se tomo la lectura de DO en el espectrofotometro y se

1(f) significa grado fertilizante)
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midi6 el pH. Después el cultivo se transfirié a tubos de 30 ml previamente pesados,
se centrifugaron a 5000 rpm por 15 minutos a 6°C, se eliminé el sobrenadante y la
pastilla bacteriana se enjuagd con solucién salina y se volvio a centrifugar. Se retird
el sobrenadante y se llevaron a la estufa de secado y se colocaron ahi por 48 horas a

700C, para después tomar la lectura de peso seco (biomasa).

El primer ensayo tuvo como finalidad observar el color de los medios de cultivo y ver
la conveniencia de cada uno. Se observl que si las fuentes de carbono y nitrégeno
ya van mezcladas durante la esterilizaciéon, algunos medios se caramelizan, lo cual
no es apropiado ya que se necesita que el color del medio sea transparente para
poder evaluar la densidad Optica. Por tanto, se opté por esterilizar las fuentes de
carbono y nitrdgeno por separado y mezclarlas sucesivamente.

Los siguientes ensayos tuvieron como objetivo encontrar las combinaciones de
carbono y nitrégeno adecuadas y descartar las combinaciones menos rendidoras. Tal
fue el caso de omitir el uso de jarabe fructosado, ya que el medio se acidificaba
demasiado, inhibiendo el crecimiento de la bacteria. En ensayos posteriores se
descarto el uso de la lactosa, quedando solamente la sacarosa.

Durante la investigacion se tuvo problemas con el Nitrato de Potasio, el cual se
precipitaba en el medio y se optd por preparar una fuente mas pura de nitrégeno:
Nitrato de Amonio.

De esta manera los ensayos siguieron su rumbo, optando por ultimo por la

combinacion de sacarosa con Nitrato de Amonio.

Disefio experimental
Para la evaluacién de los resultados obtenidos se utilizé el programa estadistico R,

teniéndose un modelo factorial completo, con 6 medios diferentes y 5 repeticiones

cada uno.

Variables
Para evaluar los medios de cultivo se tomaran en cuenta los datos de pH, UFC/mL y

Biomasa bacteriana.
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VII. Resultados y Discusién

Para la evaluacion de los medios se utilizd un modelo factorial completo, se utilizo el
paquete estadistico R para la evaluacion de los datos, realizando un analisis de
varianza y comparacion de medias de las siguientes variables: UFC/mL, pH y
Biomasa (g/L).

De acuerdo a niveles tedricos de los elementos que componen las bacterias: C
(45.6%), H (7.6%), O (30.2%), N(12.1%) y cenizas (5.5) (Biotechnology and
Bioengineering 17, 227 (1975), usando también los datos tedricos de rendimiento de
fructosa (Ys=0.4), sacarosa (Ys=0.25) y lactosa (Ys=0.5), reportadas por Quintero
(1981); se realizaron los célculos correspondientes para obtener las concentraciones
de las diferentes fuentes de carbono y nitrdgeno usados en los experimentos. De
acuerdo con esto, se tom6 como meta alcanzar 20 g/l de peso seco, manteniendo
una relacion C/N 25/2. Rivera (2008) menciona que si se mantiene una buena
relacion C/N en el medio de cultivo, permitirA que el microorganismo exprese una
Optima respuesta y a su vez promueva la sintesis de polisacaridos exocelulares
provocando la formacion de agregados celulares. Arias et al (2011) observaron que la
disminucién de la relaciéon 25/2 C/N no afecto la velocidad especifica de crecimiento y
origino un ligero aumento en la concentracion de biomasa de la bacteria R. etli. Sin
embrago, cuando se utiliz6 una relacion C/N mayor, la velocidad especifica de
crecimiento y la concentracién de biomasa disminuyo.

Se realizaron ensayos preliminares basados en la obtencion de 20 g/L de acuerdo a
la literatura citada. La finalidad de los ensayos fue determinar si las concentraciones
calculadas de las fuentes de carbono y de nitrdgeno eran las adecuadas para
obtener buenos rendimientos de biomasa. También se encontré que la concentracion
de la fuente de nitrégeno era muy alta y en lugar de promover, inhibia el crecimiento
de las bacterias, por lo que se decidio disminuir la concentracion de la fuente de
nitrégeno.

Los primeros ensayos estuvieron enfocados a elegir una fuente de carbono. Se inicié

teniendo 3 fuentes de carbono: jarabe fructosado al 42 % (107.14 g/L), lactosa (25
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g/L) y sacarosa (70 g/L) y misma concentracién para las fuentes de nitrégeno,
fosfonitrato y nitrato de potasio (2.4 g/L). Se tomaron valores un 110% y 90% de la
concentracion normal.

Con los resultados del primer ensayo se descarté el uso del jarabe fructosado, ya
que se encontré poco crecimiento (no se muestran resultados), ademas de una
caramelizacién del medio, lo cual interferia en la toma de datos.

El proceso de esterilizacion estad basado en alcanzar temperaturas y presiones muy
altas, en cuanto a temperatura se alcanzan 120 °C y presiones de 1.2 atm, por tanto
la caramelizacion se da durante este proceso, ya que la fructosa se carameliza a los
110 °C, mientras que la sacarosa y lactosa es por encima de los 160 °C .

Se realizaron 2 ensayos seguidamente donde se repitid con la sacarosa y la lactosa,
encontrando que con ambas fuentes de carbono restantes se obtenian buenos
resultados de crecimiento (UFC) y biomasa. Sin embargo para la disminucion de
costos y en base a los mejores resultados se eligié a la sacarosa con el nitrato de

amonio ) (no se muestran resultados).

ENSAYO 1

El siguiente ensayo se evalué 9 tratamientos con 4 repeticiones, con las siguientes
concentraciones:

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos preliminares la concentracion
alta de nitrogeno podria ser toxica para las bacterias inhibiendo su crecimiento, por
tal razén se bajaron sus concentraciones, tomando como éptima o media la de 2 g/L,
tomando valores un 10 % por encima de este valor y un 10 % menor para las

concentraciones alta y baja. Los niveles de sacarosa se mantuvieron.
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Tabla 7 Modelo del experimento en base a concentraciones altas, medias y bajas de

la fuente de carbono y nitrogeno.

Ingrediente Concentracion altaConcentracion Concentracion baja
(g/L) media (g/L) (g/L)

Sacarosa 80 70 60

Nitrato de amonio (f) 2.20 2 1.8

*(f) grado fertilizante

Tabla 8 Analisis de varianza efecto del efecto de los niveles de sacarosa y nitrato de

amonio (f) sobre las Log UFC (logUFC~sacarosa *fosfonitrato)

GL SC CM Valor de F  Pr (>F)
Sacarosa 1 0.000 0.0001 0.000 0.989
Nitrato de amonio (f) 1 0.345 0.3446 0.953 0.336
Interaccion 1 0.121 0.1209 0.334 0.567
Residuales 32 11.576 0.3617

* (f) grado fertilizante

Tabla 9 Andélisis de varianza del efecto de los niveles de sacarosa y nitrato de amonio

(7) sobre la biomasa (biomasa~sacarosa*fosfonitrato)

GL SC SCM Valor de F  Pr (>F)
Sacarosa 1 0.0167 0.01675 0.990 0.3273
Nitrato de amonio (f) 1 0.0569 0.05694 3.365 0.0759
Interaccion 1 0.0000 0.0000 0.0000 0.9985
Residuales 32 0.5415 0.01692

* (f) grado fertilizante

El ANOVA para este ensayo no demostrd diferencias significativas entre tratamientos
para las UFC y la biomasa (tabla 8 y 9).

Numéricamente se aprecia una tendencia tanto de numero de bacterias (UFC), como

31



de la biomasa, los tratamientos con niveles altos de nitrato de amonio (f), resultaron
ser los de mejores resultados, independiente del nivel de sacarosa con que
interaccionan.

Sin embargo el ANOVA para biomasa mostré un ligero efecto (a=0.1) del nitrato de
amonio (f) (tabla 9), lo cual se puede observar en la gréfica de interaccion, siendo el
mejor medio la combinacion de sacarosa bajo con nitrato de amonio (f) alto con una
media de 0.950 g/L y de menor biomasa fue la combinacion de la sacarosa media
con nitrato de amonio (f) bajo con una media de 0.733 g/L, lo cual es muy claro en la
siguiente gréfica de interaccion entre la sacarosa y el nitrato de amonio (f) (llustracion
3y4).

Log UFC/mL
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Tratamientos

llustracion 2 Comportamiento de los tratamientos respecto a la variable UFC/mL en
el ensayo 1.

Simbologia: sac(sacarosa), fn (nitrato de amonio (f)), (+) nivel alto, (0) nivel medio y (-) nivel bajo.
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llustracién 3 Comportamiento de los tratamientos respecto a la variable biomasa g/L

en el ensayo 1.
Simbologia: sac(sacarosa), fn (nitrato de amonio (f)), (+) nivel alto, (0) nivel medio y (-) nivel bajo.
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llustracion 4 Interaccion de la sacarosa con el nitrato de amonio (1)

Los resultados muestran mucha desviacion por tanto fue necesario repetir el ensayo.
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ENSAYO 2

Las concentraciones para los siguientes ensayos estuvieron basadas en estos
resultados, tomando como referencia que a concentraciones mas bajas de sacarosa
se obtienen mejores resultados, mientras que para el nitrato de amonio (f) las
concentraciones altas dan mejores resultados, por lo tanto se probaron las

siguientes:

Tabla 10 Modelo del experimento en base a concentraciones altas, medias y bajas

de la fuente de carbono y nitrogeno.

Ingrediente Concentracion altaConcentracion Concentracion baja
(g/L) media (g/L) (g/L)

Sacarosa 70 50 30

Nitrato de amonio (f) 3.4 2.5 1.7

* (f) grado fertilizante

Tabla 11 Andélisis de varianza efecto del efecto de los niveles de sacarosa y nifrafto de

amonio (f) sobre las Log UFC (logUFC~sacarosa*fosfonitrato)

GL SC CM Valorde F  Pr (>F)
Sacarosa 1 0.593 0.5934 3.088 0.0864
Nitrato de amonio (f) 1 0.248 0.2475 1.288 0.2630
Interaccion 1 0.182 0.1819 0.946 0.3363
Residuales 41 7.881 0.1922

* (f) grado fertilizante
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Tabla 12 Analisis de varianza del efecto de los niveles de sacarosa y nitrafo de

amonio (f) sobre la biomasa (biomasa~sacarosa *fosfonitrato)

GL SC CM Valor de F  Pr (>F)
Sacarosa 1 0.00675 0.006750 3075.0 <2e-16 ***
Nitrato de amonio (f) 1 0.00075 0.000750 341.7 <2e-16 ***
Interaccion 1 0.00000 0.000000 0.0 1
Residuales 41 0.00009 0.000002

* (f) grado fertilizante

ElI ANOVA muestra diferencia no significativa sobre Log UFC/mL, mientras que para
la biomasa muestra diferencias significativas muy altas (tabla 11 y 12).

No se encuentra una tendencia de los tratamientos, pero se puede observar en la
biomasa, que las cantidades son mas bajas con respecto al ensayo anterior. A
concentraciones altas de sacarosa se encuentran los mejores resultados, sin tomar
en cuenta la interaccion con la fuente de nitrégeno (llustracion 6).

El tratamiento con mayor crecimiento fue el compuesto por sacarosa alta y nitrato de
amonio (f) bajo con una media del3.44 Log UFC/mL, seguido por el medio de
sacarosa alta y nitrato de amonio (f) alta. Mientras que el medio que presenté menor
crecimiento fue el de sacarosa media y nitrato de amonio (f) medio con 12.56 Log
UFC/mL (llustracion 5).
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llustracién 5 Comportamiento de los tratamientos respecto a la variable UFC/mL en

el ensayo 2
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llustracién 6 Comportamiento de los tratamientos respecto a la variable biomasa g/L

en el ensayo 2.
Simbologia: sac(sacarosa), fn (nitrato de amonio (f)), (+) nivel alto, (0) nivel medio y (-) nivel bajo.

Se repitio el ensayo por duplicado, con las mismas concentraciones, encontrandose
problemas de precipitacién, lo cual se adjudicé al nitrato de amonio por ser de grado
fertilizante, por tanto se optd por sintetizarlo en un mayor grado de pureza en el
laboratorio. Ahora siendo de un mayor grado de pureza se uséO en los siguientes

ensayos para comprobar resultados de los pasados.
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ENSAYO 3
El ensayo anterior se retomO con las mismas concentraciones para la fuente de

carbono y nitrégeno, asi como en los anteriores.

Tabla 13 Modelo del experimento en base a concentraciones altas, medias y bajas

de la fuente de carbono y nitrogeno.

Ingrediente Concentracion altaConcentracion Concentracion baja
(g/L) media (g/L) (g/L)

Sacarosa 70 50 30

Nitrato de amonio (r) 3.4 2.5 1.7

*(r) grado reactivo

Tabla 14 Andélisis de varianza efecto del efecto de los niveles de sacarosa y nifrafto de

amonio (f) sobre las Log UFC (logUFC~sacarosa*fosfonitrato)

GL SC CM Valor de F Pr (>F)
Sacarosa 1 5.92 5.921 1.493 0.229
Nitrato de amonio 1 0.36 0.358 0.090 0.766
Interaccion 1 0.75 0.746 0.188 0.667
Residuales 41 162.63 3.967

*(r) grado reactivo

Tabla 15 Andélisis de varianza del efecto de los niveles de sacarosa y nitrafo de

amonio (f) sobre la biomasa (biomasa~sacarosa *fosfonitrato)

GL SC CM Valorde F Pr (>F)
Sacarosa 1 0.001 0.0013 0.016 0.9014
Nitrato de amonio 1 0.465 0.4645 5.366 0.0256 *
Interaccion 1 0.000 0.0001 0.001 0.9801
Residuales 41 3.549 0.0866

*(r) grado reactivo
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Para la variable Log UFC/mL el ANOVA no muestra diferencias significativas, pero si
para biomasa (tabla 13 y 14). Aunque numéricamente, los medios con mayor
crecimiento fue el compuesto por sacarosa media y nitrato de amonio alto, con la
misma cantidad el medio de sacarosa baja con nitrato de amonio alto con 14 Log
UFC/mL, mientras que el de menor crecimiento fue el de sacarosa bajo con nitrato de
amonio medio, con 12.99 Log UFC/mL. En la ilustracién7,se puede observar que los
tratamientos con niveles bajos de sacarosa tienen un comportamiento mas uniforme,
lo cual también se observa en la grafica de biomasa, mostrdndose claramente que el
mejor de los tratamientos es el compuesto por sacarosa baja y nitrato de amonio bajo
(llustracion 8 y 9). Cabe mencionar que los mejores tratamientos son los que
conllevan niveles bajos de nitrato de amonio, y sucede lo contrario con los niveles

altos de este mismo.
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Se realiz6 la repeticibn de este ensayo con las mismas concentraciones para
corroborar los datos, ya que no se muestra una tendencia certera de cada uno de los

medios.
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llustracion 7 Comportamiento de los tratamientos respecto a la variable UFC/mL en

el ensayo 3.

Simboloaia: sac(sacarnsa). fn (nitrato de amaonio (N, (+) nivel alto. (0) nivel medio v (-) nivel baio.
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llustracion 8Comportamiento de los tratamientos respecto a la variable biomasa g/L en
el ensayo 3

.Simbologia: sac(sacarosa), fn (nitrato de amonio (r)), (+) nivel alto, (0) nivel medio y (-) nivel bajo
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llustracion 9/nteraccion de la fuente de sacarosa con el nitrato de

amonio, ensayo 3.
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ENSAYO 4
Repeticion del anterior.

Tabla 16 Modelo del experimento en base a concentraciones altas, medias y bajas

de la fuente de carbono y nitrogeno.

Ingrediente Concentracion altaConcentracion Concentracion baja
(g/L) media (g/L) (g/L)

Sacarosa 70 50 30

Nitrato de amonio (r) 3.4 2.5 1.7

*(r) grado reactivo

Tabla 17 Andélisis de varianza efecto del efecto de los niveles de sacarosa y nifrafto de

amonio (f) sobre las Log UFC (logUFC~sacarosa*fosfonitrato)

GL SC CM Valor de F  Pr (>F)
Sacarosa 1 0.002 0.0022 0.008 0.929
Nitrato de amonio (r)1 0.193 0.1925 0.690 0.411
Interaccion 1 0.490 0.4898 1.757 0.193
Residuales 40 11.155 0.2789

*(r) grado reactivo

Tabla 18 Anaélisis de varianza del efecto de los niveles de sacarosa y nitrato de

amonio (f) sobre la biomasa (biomasa~sacarosa *fosfonitrato)

GL SC CM Valor de F Pr (>F)
Sacarosa 1 0.0009 0.0009 0.040 0.843
Nitrato de amonio (r)1 1.5382 1.5382 65.656 5.74e-10 ***
Interaccion 1 0.0536 0.0536 2.286 0.138
Residuales 40 0.9371 0.0234

*(r) grado reactivo
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El ANOVA para la variable Log UFC/mL no muestra diferencias estadisticas
significativas (tabla 17). Sin embargo, numéricamente el medio de sacarosa alta con
nitrato de amonio bajo fue el de mayor crecimiento con 13.79 Log UFC/mL, y el de
menor crecimiento fue la combinacién de concentraciones altas con 13.11 Log
UFC/mL.

El analisis de varianza para biomasa muestra un efecto altamente significativo del
nitrato de amonio sobre los tratamientos (tablal8). La mayor produccién de biomasa
se alcanza con la combinacién de concentraciones bajas de nitrato de amonio con
los diferentes niveles de sacarosa, lo cual es parecido a lo obtenido en el ensayo
anterior (3) obteniéndose 1.440 g/L, mientras que la menor produccion estuvo dada

en la combinacién de sacarosa media y nitrato de amonio alto con 0.786 g/L.

Log UFC/mL
15,0
13,0
11,0
-
£ 90
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o
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1,0
: O x : 8 x : O x
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3 I3 e < G s f2c g 2
Tratamientos

llustracion 10. Comportamiento de los tratamientos respecto a
la variable UFC/mL en el ensayo 4.

Simbologia: sac(sacarosa), fn (nitrato de amonio (r)), (+) nivel alto, (0) nivel
medio y (-) nivel bajo
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Con los resultados obtenidos se eligié el medio compuesto por las concentraciones
bajas de sacarosa y nitrato de amonio, ya que dio los mejores resultados para
biomasa, la variable de mayor interés en el estudio, para la posible elaboracion de un

biofertilizante a partir de este medio de cultivo.

Biomasa
1,60

1,40

1,20 -

1,00 +
0,80
0,60
0,40 -
0,20 -
0,00 -

Tratamientos

g/L

llustracion 11. Comportamiento de los tratamientos respecto a la
variable biomasa g/L en el ensayo 4.

Simbologia: sac(sacarosa), fn (nitrato de amonio (r)), (+) nivel alto, (0) nivel medio
y (-) nivel bajo.

Ademas de ser fuentes de carbono y nitrégeno con facil accesibilidad y un costo
econémico bajo. Lo cual es parecido a lo obtenido por Rojas y Moreno (2008),
evaluaron la optimizacién de un medio de cultivo en el cuél evaluaron 25, 30y 35 g/L
de sacarosay 2, 3y 4 g/L de nitrato de amonio. Los resultados obtenidos, revelaron
que a 4 g/L de nitrato de amonio el crecimiento se estanca muy rapido, lo que sugiere
que esta cantidad es una concentracion muy alta para el microorganismo originando
inhibicion de crecimiento o muerte. Las combinaciones 25/2 y 30/2 son las que
resultaron en mayor concentracion de biomasa, el medio seleccionado fue el de 25
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g/L de sacarosa y 2 g/L de nitrato de amonio. Ademas de ser una fuente de facil
accesibilidad y de menor costo.

Rojas et al, (2009) estandarizaron un medio de cultivo para Rhizobium, el cual estaba
compuesto de glicerol, sacarosa, melaza, glutamato, extracto de levadura, extracto
de soya y NH4Cl, utilizando una relacion carbono/nitrégeno de 42/1 para sacarosa,
con lo cual no obtuvieron buenos resultados descartandolo como una buena fuente
para el crecimiento de rizobios, la causa se atribuye a que los fuentes usadas en los
medios a evaluar contenian compuestos complementarios, con lo cual ofrecian
mejores caracteristicas para el desarrollo de los rizobios.

Bjasaet al, (2005) seleccionaron un medio (M2G), con glicerol como fuente de
carbono y extracto de malta y de levadura como fuente de nitrégeno, como el mas
adecuado para la produccion de biomasa bacteriana a escala industrial.

Cepeda (2008) evalu6 un biofertilizante obtenido a través de bacterias
solubilizadoras de fésforo, para lo cual tuvo que identificar un buen medio de cultivo
mas econdmico para reproducirlas; uso un medio de cultivo a base de jugo de cafia,
el cual contiene una cantidad de carbohidratos totales de 151.9, sodio 0.032, potasio
0.35, proteinas 0.4, magnesio 0.92 y calcio 0.05 (todo en g/L) y compararlo con un
medio ya establecido Pikovskaya (con 10 g/L de glucosa como fuente de carbono y
3.5 g/L de extracto de levadura como fuente de nitrdgeno). También se compara el
efecto de un medio a base de la combinacion de los anteriores. Los resultados
obtenidos muestran que todos los medios cumplen las necesidades metabdlicas de
las bacterias y los requisitos para producir un biofertilizante, ya que el crecimiento
bacteriano estuvo por encima de 108 UFC/mL. El medio comercial ya establecido fue
superior a los dos restantes con un crecimiento superior a 102 UFC/mL. El medio
Pikosvkaya cuenta con una relacion C/N 30:2. Angulo (2008), disefio un medio de
cultivo a partir de fuentes nutricionales econdémicas para la produccién de un
inoculante de bacteria solubilizadoras de fosforo, cuya formulacion fue: levadura 2.5
g/L, roca fosférica 10 g/L y sacarosa 15 g/L, obteniéndose con esta concentracion de

nutrientes la mayor producciéon de biomasa (11.8 Log UFC/mL).
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VIIIl. Conclusiones

El uso de fuentes alternativas como fuente de carbono y nitrdbgeno como
componentes de un medio de cultivo para bacterias solubilizadoras de fosforo
disminuye costos en su produccion, ademas de cumplir las necesidades metabdlicas
del microorganismo de interés. En la presente investigacién se encontré que el uso
de niveles bajos de sacarosa (30 g/L), en combinacién con el nitrato de amonio en
grado reactivo en concentraciones bajas (1.7 g/L), proporciona buenos rendimientos
de biomasa. Se alcanzé una produccién de 1.439 g/L, lo cual ya es una cantidad
aceptable en la produccion de biofertilizantes.

El medio fue apto para el crecimiento de cepas de bacterias solubilizadoras de
fésforo, ya que cubrié sus necesidades metabdlicas, mantuvo y replico la poblacién
celular. Por tanto, el medio representa de manera comprobada una opcion para

disminuir los costos de produccion de un inoculante bacteriano.

IX. Recomendaciones

e Realizar mas pruebas de crecimiento de las demas cepas que se tienen en el
laboratorio y evaluar su viabilidad para cada una de ellas, revisando asi el
funcionamiento del medio para todas estas cepas de bacterias solubilizadoras

de fésforo.

e Realizar el escalamiento del medio de cultivo al fermentador de 3 litros y
controlar los factores de crecimiento de las bacterias, pH, Oxigeno disuelto y
temperatura, pudiéndose esperar que las concentraciones de UFC/mL y

Biomasa aumenten, ya con las condiciones controladas.

e Probar la sobrevivencia de las cepas en campo.
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X. ANEXOS
Calculo de concentracion de los ingredientes del medio de cultivo
Se realiz0 el célculo de las concentraciones de cada uno de los elementos
necesarios para que una bacteria se desarrolle. Se estableci6 como meta alcanzar
20 g/L peso seco de biomasa con una relacion C/N, 25/2 y 30/2 (Rojas y Moreno,
2008). Tomando en cuenta que la composicién de una bacteria es la siguiente:

Elemento % Obtenida con carbohidratos

C 45.6
H 7.6

O 30.2
N 12.1

CENIZAS 5.5

Cuadro 1. Fuentes de carbono usadas en la investigacion y su rendimiento

Elemento Rendimiento (Y)

Fructosa Ys =0.4

Sacarosa Ys = 0.25 (Melaza)

Lactosa Ys= 0.5 (Suero de leche para S. fragilis)
Malato Ys =0.36

Cuadro 2. Rendimientos para E. coli y K. Aerogenes

E. coli K. aerogenes
Yc = 0.5 1
YP = 50 39
Ys = 100 333
YN = 10 8.75
YMg = 200 430
YK = 100 59
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Calculo de los componentes del medio de cultivo

Se tomaron los rendimientos para E. Coli: Yc =0.5, Yp=50, Yn=10, Ymg=100 y 430
(Quintero, 1981), Ys=100 y Yk=100 (expresados en la tabla 1 y 2); se determind los
g/L de cada elemento para el medio de cultivo usando como ejemplo la sacarosa y
determinar la cantidad a utilizar a partir de la siguiente formula:

Sacarosa

Yc=0.25, por tanto, Yc=g células/g de sustrato ?,
entonces, g de sustrato=g de células/Yc,;de lo cual podemos obtener: g de
sustrato = 20g/0.4L; de lo cual se obtuvo, g sustrato = 80 g/L.

g de sustrato = g de células/Yc, esta es la formula usada para obtener los gramos de
sustrato de cada elemento.

De lo cual se obtuvo:

Cuadro 3. Concentraciones de los distintos elementos que compondran el medio de
cultivo

Elemento Gramos de sustrato/L
Jarabe fructosado 107.14 *

Lactosa 40 *

Sacarosa 80 *

Nitrégeno 2

Azufre 0.2

Fosforo 0.4

Magnesio 0.1y 0.043 (Quintero, 1981)
Potasio 0.2

* Concentraciones ya definidas, los elementos restantes seran agregados en un
compuesto, del cual ain se desconoce la cantidad.

Los siguientes elementos son necesarios en el medio, en cierto porcentaje tomados
de lo reportado en Libro de bioingenieria de Quintero, 1981, pag. 28.

Azufre Faésforo Magnesio Nitrégeno
209/L=20% 20g/L = 100% 20 g/L = 100% 20 g/L = 100%
X=1% X =3% X =0.5% X =14%
x=0.2g/lLde S x=0.6g/LdeP x=0.1g9g/LdeMg x=2.8¢g/LdeN
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Ahora es necesario saber cuanto agregar de cada elemento de las sales y el valor
estara dado de acuerdo al compuesto que apliqguemos y el porcentaje que contiene
de cada elemento.

e Magnesio MgSOa4* 7H20 = 246.9 g/Mol
Mg=243*1=24.3=9.84%
S =32.06 *1 =32.06 =12.98 %
0=16*11=176=71.28%
H=1*14=14=5.67%

0.1g de Mg = 9.86% 0.043 g de Mg = 9.86 %

x =100% x =100%

x = 1.01 g de MgSO4*7H20/L x =0.44 g de MgSO4*7H20/L
e Azufre=0.2g/L

0.44 = 100%

X =12.98

x = 0.06 g de azufre en 0.44 g de MgSO4*7H20, aun es necesario 0.14 g de azufre.

KH2S04=137.02
K=39*1=39=28.46%
H=1008*2=2.016=1.47%
S=32*1=32 =23.35%
0=16*4=64=46.71%

0.14 g=2354%
x =100 %
X = 0.59 g de KH2SOu4/L

*(NH4)2S04= 132.14 g/mol

N = 14.006*2 = 28.012 = 21.2 %
H =1.007*8 =8.06 = 6.1 %

S =32.064* 1 = 32.064 = 24.26 %
0= 16*4 = 64 = 49.43 %

Ys=100 0.14 g = 24.26%
gr de sustrato = gr de células/Ys x = 100%
gr de sustrato = 20/100 X = 0.58 g de (NH4)2SOa4/L

gr de sustrato = 0.2 gr/L

También es necesario hacer una amortiguacion de pH del medio de cultivo; se
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realizaron los calculos y obtener el valor de cuanta base debemos de agregar para
un pH de 7.0.

pH= pKa-log(HA/A) | de lo cual se desconoce la cantidad de sal que debemos
agregar.

Sustituyendo:

7.0=7.21 —log ((2.24 g/L)/( A))
-0.21 = - log ((2.24 g/L)/( A))
10921=(2.24 g/L)/(A)
1.62 (A)=2.24¢g/L
A= (2.249g/L)/(1.62)
A= 1.38 g/L de K2HPO4

Cuadro 4. Concentraciones de las sales, componentes del medio

Reactivo g/L
MgSO4*7H20 0.44
(NH4)2S0a4 0.58
KH2PO4 3.5
K2HPO4 2.15
Microelementos 1 ml (tomado de la literatura)

Las cantidades de KH2PO4 y K2HPO4 fueron tomadas de la literatura revisada, para
amortiguar el pH.

También es necesario obtener el peso 6ptimo de las fuentes de nitrégeno.
Fosfonitrato, el cual tiene nitrégeno en forma de Amonio y nitrato.

90% NH4NOs por tanto, 16.5 % N(NH*s) + 16.5 % N (NO=3) = 33 % y un 3% de
P20s.

En el medio debe haber siempre una relacion C/N = 30/2, en base a esta proporcion
es necesario obtener el peso del nitrdgeno combinado con las distintas fuentes de C.

80 g de sacarosa 50 g de fructosa 40 g de lactosa
80 =30 50 =30 40 =30

X=2 X=2 X=2
x=5.33gdeN x =3.33gdeN X = 2.67

A4



Resultado de los ensayos, tabla de medias

ENSAYO 1
Cuadro 5. Resultados cuenta viable

Sacaros Nitrtode Mediade Media Media

a amonio (f) Log pH biomas

UFC/mL ag/L
80 2.20 13.1 3.45 0.899
80 2 13.72 3.51 0.841
80 1.8 13.08 3.56 0.816
70 2.20 13.04 3.55 0.858
70 2 12.68 3.63 0.741
70 1.8 12.70 3.56 0.733
60 2.20 13.43 3.33 0.950
60 2 13.39 3.34 0.899
60 1.8 13.07 3.42 0.866

ENSAYO 2

Cuadro 6. Resultados de cuenta viable

Sacaros Nitrato de Media Media Media

a amonio (f) Log pH biomas

UFC/mL agl/L
70 3.4 13.38 3.94 0.702
70 2.5 12.93 3.74 0.707
70 1.7 13.44 3.74 0.712
50 3.4 13.07 3.73 0.717
50 2.5 12.56 3.80 0.722
50 1.7 13.11 3.84 0.727
30 3.4 12.71 3.96 0.732
30 2.5 13.03 3.87 0.737

30 1.7 13.16 3.75 0.742



ENSAYO 3y 4
Cuadro 7. Tabla de medias de los ensayos 6y 7

Concentraciones Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo 4
de carbonoy 3 4 3 4 3
nitrégeno
Sacarosa Nitrato  Media Media pH Media Biomasa Media
de Log Log pH g/L biomasa
amonio UFC/mL UFC/MI g/L
70 3.4 13.45 13.11 448 5.95 0.746 0.866
70 2.5 13.25 13.22 4.54 5.97 0.786 1.199
70 1.7 13.74 13.79 453 5.89 1.099 1.292
50 3.4 14 13.14 4.53 4.74 1.052 0.786
50 2.5 13.23 13.63 451 5.90 0.846 1.139
50 1.7 13.52 13.36 4.55 5.94 1.099 1.286
30 3.4 14 13.56 4.49 5.97 0.699 0.806
30 2.5 12.99 13.40 4.58 6.01 0.846 1.079
30 1.7 13.51 13.41 4.60 5.64 1.046 1.439

A6



