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RESUMEN

En Cuba se ha desarrollado un biofertilizante a base de una cepa de Pseudomonas fluorescens,
solubilizadora de fosfatos. Ante la necesidad de estandarizar su escalado industrial este
trabajo tuvo por objetivo optimizar el medio de cultivo y las condiciones de fermentacion.
Primero se realizaron ensayos a escala de zaranda y posteriormente en un fermentador. En
cada caso se realiz6 una validacion experimental. Para la optimizaciéon del medio de
cultivo se empled un disefio compuesto central para ajustar superficies de respuesta.
Se aplicé un disefio factorial 23 con puntos estrellas equidistantes y seis repeticiones
en el centro del plan considerado como cero. Se realizaron un total de 20 corridas
experimentales, con tres repeticiones cada una y se determiné la ecuaciéon de regresion.
Como variable de respuesta se determind el crecimiento celular por densidad 6ptica A =600
nm (DO, ). Para optimizar del crecimiento microbiano en funcion de la velocidad de agitacion
y el flujo de aire se empled un fermentador de 12 litros de volumen total con 8.5 litros de
volumen efectivo con un disefio factorial 22, tomando como variable de respuestala DO .
Se comprobdé que para la produccion industrial de P. fluorescens y la formulacién del
bioproducto puede emplearse un medio de cultivo semisintético optimizado, sin melaza,
que unido al empleo de una velocidad de agitacion y flujo de aire 6ptimos permiten
incrementar el contenido de biomasa bacteriana. Las nuevas condiciones permitieron reducir
el tiempo de fermentacion a 12 horas con respecto a las 20 a 22 horas que se empleaban en
el esquema de produccion. Ademas, se redujo el 29%, 50% y 40%, respectivamente de las
fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo.

Palabras clave: bioproducto, disefio compuesto central, metodologia de superficie respuesta

Optimization of the culture medium and fermentation conditions for
Pseudomonas fluorescens-based biofertilizers production

ABSTRACT

In Cuba, a biofertilizer has been developed based on a Pseudomonas fluorescens strain phosphate
solubilizer. Given the need to standardize its industrial scale up, this work aimed to optimize the
culture medium and the fermentation conditions. First, tests in the shaker were carried out and
then in a fermenter. In each case an experimental validation was performed. For the optimization
of the culture medium, a central composite design was used to adjust response surfaces. A 23
factorial design with equidistant star points and six repetitions in the center of the plan considered
zero was applied. A total of 20 experimental runs were performed, with three repetitions each
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and the regression equation was determined. As a response variable, cell growth was determined
by optical density A = 600 nm (OD, ). To optimize microbial growth based on agitation
speed and air flow, a 12-liter total volume fermenter with 8.5 liters of effective volume
with a factorial design 2 was used, taking OD,, as the response variable. It was found
that for the industrial production of P. fluorescens and the formulation of the bioproduct,
an optimized semisynthetic culture medium can be used, without molasses. Together with
the employed of optimal agitation speed and air flow, the bacterial biomass content can be
increased. The new conditions allowed reducing the fermentation time to 12 hours compared
to the 20 to 22 hours used in the production scheme. In addition, 29%, 50% and 40%,

respectively, of carbon, nitrogen and phosphorus sources were reduced.

Keywords: bioproduct, central composite design, response surface methodology

INTRODUCCION

Debido a que la demanda de alimentos en el
mundo aumenta, mientras que recursos
primordiales como el suelo y el agua se pierden
rapidamente, la agricultura debe ser una
actividad que conserve el suelo y mejore las
condiciones de aquellos que ya se han
degradado. Ante esta situacion, la comunidad
cientifica desempefia una labor decisiva en la
busqueda de posibles soluciones para la
mitigacion de los dafios al medio ambiente, e
incrementar la produccion agricola (Aguado-
Santacruz, 2012). Una de las alternativas para
vencer dichos retos es el uso de bioproductos
en la agricultura. Entre estos, los biofertilizantes
son preparados que contienen microorganismos
vivos o latentes (bacterias u hongos, solos o
combinados) y, que al ser inoculados pueden
vivir en simbiosis con las plantas y le ayudan a
su nutricion y proteccion (Gagreda-Cabrera et
al., 2012; Chojnacka, 2015).

El fésforo (P) es uno de los macronutrientes
mas limitantes para la productividad de los
cultivos y su deficiencia es un fendmeno
comun en suelos agricolas en todo el mundo.
A pesar de la aplicacion a largo plazo de
fertilizantes a base de fosfatos para aumentar
los rendimientos de los cultivos, la disponibilidad
de P a menudo es baja. Las plantas obtienen
este elemento de la solucién del suelo,
principalmente de las formas inorganicas mas
disponibles, pero debido a su alta reactividad
quimica y su demanda, su disponibilidad se
reduce rapidamente (Tapia, 2013; Zhu et al.,
2018). En este contexto, la actividad microbiana
es de gran transcendencia, al solubilizar los
fosfatos no disponibles para la planta, los cuales
se encuentran bajo formas organicas e
inorganicas. Las bacterias del suelo del género
Pseudomonas, son particularmente activas
como solubilizadoras de fosfatos (Cuervo,
2010; Otieno et al., 2015).

En procesos de fermentacién microbiana para
obtener bioproductos con bacterias
solubilizadoras de fosfatos se requiere
identificar las variables independientes y sus
valores 6ptimos que mayor influencia tienen
en el rendimiento del producto deseado. No
obstante, es una actividad compleja ya que
interactdan varios factores.

El analisis de una variable a la vez en un
proceso de fermentacién es laborioso,
consume tiempo y los resultados
generalmente carecen de valor predictivo.
Estas limitaciones pueden ser resueltas con
el empleo de técnicas estadisticas
multivariadas que permiten optimizar las
condiciones de fermentacién tomando en
consideracién la interaccion entre los
factores (Bezerra et al., 2008). Es posible
por ejemplo, encontrar el nivel 6ptimo de
cada variable independiente usando el disefio
compuesto central (DCC) bajo la metodologia
de superficie de respuesta (MSR) (Rao et al.,
2000; Box et al., 2005; Bezerra et al., 2008).
Resultados satisfactorios han sido referidos
con este enfoque por varios autores (Abdel-
Fattah y Olama, 2002; Xiong et al., 2008;
Abo-Zaid et al., 2015).

En Cuba se ha desarrollado un biofertilizante
a base de una cepa de Pseudomonas
fluorescens, solubilizadora de fosfatos, que
se caracteriza por su alta capacidad de
solubilizar el f6sforo mineral y organico, por
producir sustancias estimuladoras del
crecimiento vegetal y antibidticos (Bach,
2002). Ha sido utilizado con resultados
positivos en varios cultivos (Bach, 2002;
Dibut et al., 2006; Diaz-Blanco y Marquez-
Reina, 2011). Para elaborar el medio de
cultivo se emplea melaza cuya composicion
y calidad varian segun el rendimiento. Ante
la necesidad de estandarizar su escalado
industrial mediante un proceso de
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fermentacién y mejorar la calidad de su
formulacion, este trabajo tuvo por objetivo
optimizar el medio de cultivo y las condiciones
de fermentacién de la bacteria.

MATERIALES Y METODOS
Cepa bacteriana

Se empledé una cepa de Pseudomonas
fluorescens, conservada por liofilizacién, del
Cepario de la Unidad Productora de Vacunas
Virales y Bacterianas (UP-7) de LABIOFAM.

Con el objetivo de optimizar el medio de cultivo
para el crecimiento de la bacteria se realizaron
ensayos a escala de zaranda y posteriormente
se optimizaron las condiciones de fermentacion
velocidad de agitacion y flujo de aire en un
fermentador con 8.5 litros de volumen
efectivo. En cada caso se realiz6 una
validacion experimental. Se propuso un disefio
factorial para la sustitucion de melaza en el
medio de cultivo inicial por otra fuente de
carbono y la variacion de la composicion de
la fuente de nitrégeno y fosforo. La duracién
del proceso fermentativo inicial era de 20-22
horas para obtener la biomasa a partir de la
cepa bacteriana.

Optimizacion de medio de cultivo a escala
de zaranda

Se realiz6 el disefio y la formulacion del medio
de cultivo teniendo en consideracion la
composicion elemental de las bacterias (Scragg,
1997). La optimizacion se realizé mediante un
disefio compuesto central (DCC) para ajustar
superficies de respuesta siguiendo la
metodologia de Box et al. (2005).

Los niveles de los factores se determinaron
segun ensayos preliminares y la composicion
previa del medio de cultivo para obtener el
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biofertilizante a base de P. fluorescens. Se
tomaron como variables independientes las
concentraciones de las fuentes de carbono,
nitrogeno y fosforo. Cada factor con dos
niveles: alto y bajo (+1, -1).

Como variable de respuesta se determino el
crecimiento celular (biomasa) por lectura de
Densidad Optica A =600 nm (DO,,). Se
aplicé un disefio factorial 22 con puntos
estrellas equidistantes y seis repeticiones
en el centro del plan considerado como cero.
Se realizaron un total de 20 corridas
experimentales, con tres repeticiones cada
unay se determind la ecuacion de regresion.
Para la representacion grafica se utilizé la
metodologia de superficie respuesta. Las
variaciones de los parametros se presentan
en la tabla 1.

Con las combinaciones que el analisis de
superficie de respuesta arrojé como 6ptimas
para la mayor produccién de biomasa, se
realizé una fermentacion para validar
experimentalmente los resultados.

Obtencién del preinéculo

Se prepararon tres Erlenmeyers con 100 ml
del medio de cultivo formulado con las
concentraciones de la fuente de carbono,
nitrégeno y fdsforo correspondientes al
centro del plan. Se esterilizé en autoclave
a l1l21°Cy 111.5 kPa durante 25 minutos.
Luego se adicionaron 2 ml del medio de
cultivo a cada tubo de la cepa conservada,
se agité hasta desprender el cultivo y la
suspension de células obtenida se afiadio a
cada Erlenmeyer. El preinéculo permaneci6
en zaranda durante 18 horas a 220 rpm.
Mediante la observacion de los caracteres
morfologicos de las células bacterianas en
la tinciéon de Gram se comprobd la pureza
del cultivo.

Tabla 1. Concentraciones de Fuentes de Nutrientes (g I'*) para la optimizacion
de medio de cultivo a escala de zaranda en la fermentacién de Pseudomonas

fluorescens.

Variables Nivel Bajo (-1) Centro del Plan (0) Nivel Alto (1)
Carbono C (X1) 10.00 12.00 14.00
Nitrégeno N (X2) 2.00 4.00 6.00
Fésforo  F (X3) 1.75 3.75 5.00
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Optimizacion del medio de cultivo

Los medios de cultivo para la fermentacion
en zaranda se prepararon en Erlenmeyers de
250 ml de capacidad con un volumen de 90
ml del medio de cultivo formulado segun el
disefio experimental factorial 2% con tres
repeticiones de cada tratamiento. La
esterilizacion del medio de cultivo se realiz6
en autoclave a 121 °C y 111.5 kPa durante
25 minutos. Los Erlenmeyers se inocularon con
10 ml de preindéculo para un volumen total de
100 mly se colocaron en zaranda 12 horas a
30 °Cy 220 rpm. Se midi6 la DO,y el pH al
inicio de la fermentacion y cada dos horas
hasta concluir el experimento. Se comprobd
la pureza mediante tincion de Gram.

Determinaciéon de biomasa

El incremento en biomasa se determiné por
masa seca (mg), se tomaron muestras por
duplicado de 1.5 ml de cada dilucion en tubos
de ensayo (Eppendorfs) previamente secados
a 50 °C por 24 h y luego pesados. Los cultivos
bacterianos se centrifugaron a 14 000 rpm
por 20 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue
decantado. Los tubos se llevaron al horno a 50
°C hasta lograr peso constante y se utiliz6 como
blanco el medio de cultivo sin inocular.

Para la determinacion de la DO_,, se tomaron
muestras por duplicado de 1.5 ml de cada
dilucién en tubos de ensayo (Eppendorfs) y se
realizo la curva patron de masa seca (mg).

Se realizaron mediciones de la DO, al inicio y
posteriormente cada dos horas para cada réplica
de los medios de cultivo ensayados hasta la
fase estacionaria del cultivo, y se construyo la
curva de crecimiento.

Ademas, se cuantificaron los azlcares
reductores mediante la técnica del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

Biotecnologia Vegetal Vol. 19, No. 2, 2019

Los parametros cinéticos calculados fueron
biomasa producida (AX), velocidad especifica
maxima de crecimiento (i, ) y rendimiento
Y, El'Y,  se calcul6 como la relacion entre la
biomasa producida (g) y el consumo total de
sustrato (g) (AS) (Doran, 2013). A partir de los
datos de la curva de crecimiento se grafico el
logaritmo natural de la concentracion de células
en funcién del tiempo segun la ecuacion:

In X = InXo -'-Hmax(t - to)

Optimizacion de las condiciones de
fermentacion

Para optimizar las condiciones de fermentacion
se empled un fermentador de 12 litros de
volumen total con 8.5 litros de volumen
efectivo. Se tuvieron en cuenta los resultados
de la optimizacion del medio de cultivo y se
analiz6 el efecto de la velocidad de agitacion y
el flujo de aire sobre la produccién de biomasa
de la bacteria.

Se empled un disefio factorial 22 con tres
repeticiones en el centro del plan, para un total
de 11 corridas experimentales. Como variable
de respuesta se determind el crecimiento celular
por DO, y se correlaciond con la curva patron
de masa seca obtenida.

Se determind la ecuacioén de regresion. Para la
representacion gréafica se utilizé la metodologia
de superficie respuesta. Los parametros para
la fermentacion de 8.5 | de volumen efectivo
se presentan en la tabla 2.

Para validar experimentalmente los
resultados, con las combinaciones que el
analisis de superficie de respuesta arrojo
como Optimas para la mayor produccién de
biomasa, se realiz6 una fermentaciéon
discontinua durante 12 horas utilizando el
medio de cultivo optimizado. El pH se ajusté
a 7.4 antes de esterilizar. La concentracion

Tabla 2. Factores y niveles empleados en la optimizacion de la velocidad
de agitacion y el flujo de aire en fermentador de 8.5 | de volumen efectivo.

Condiciones

Parametro Nivel bajo  centro del plan nivel alto
-1 ) +1
Velocidad de agitacién (rpm) 600 700 800
Flujo de aire(vvm) 1.2 1.0 0.8
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de azucares expresados como reductores al
inicio de la fermentacion fue de 9.93 g I. Se
realizoé la curva de crecimiento a partir de
mediciones de DO, cada dos horas y se
determind el consumo de sustrato por el

método del DNS.

Para la obtenciéon del preinéculo de la
fermentacion se prepararon dos Erlenmeyers
con 500 ml del medio de cultivo optimizado
y se esteriliz6é en autoclave a 121 °Cy 111.5
kPa durante 30 minutos. Luego se
adicionaron 10 ml del medio de cultivo a
dos tubos de cultivo de P. fluorescens, se
agitaron hasta desprender el cultivo y la
suspension de células obtenida se inoculé
en cada Erlenmeyers. Estos se mantuvieron
en zaranda a 220 rpm durante 12 horas. Se
realizé evaluacion de la pureza mediante
tincion de Gram.

Se prepararon para la fermentacion 7.5 | del
medio de cultivo optimizado y se esterilizé en
autoclave a 121 °C y 111.5 kPa durante 45
minutos. Luego se inocularon con un litro de
preindculo para un volumen total de 8.5 1. La
fermentacion se realizé durante 12 horas, a
30°C.

Se realizaron mediciones de la DO, al inicio
y posteriormente cada dos horas para cada
réplica de los medios ensayados hasta
completar 12 horas. Con los resultados de la
DO,,, a partir de la curva patron realizada se
determinaron los valores de crecimiento de
biomasa en (g I'*), con los que se construyo
la curva de crecimiento de la cepa. Se realiz6
evaluacion de la pureza mediante tincion de
Gram.

C:Fosforo
BB
cc

A:carbono
AC
B:MNitrégeno
An,

AB

BC
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Tratamiento estadistico de los resultados
experimentales

Los disefios experimentales empleados y los
analisis estadisticos realizados fueron
generados y ejecutados mediante software
Statistic Package for Social Science (SPSS)
version XV- Centurién y Microsoft Excel para
Windows. En ambos procesos de optimizacion
se obtuvo un modelo que representa la curva
de regresion con los coeficientes significativos.
En cada caso se realiz6é un andlisis de varianza
y se mostraron los resultados a través de
diagramas de Pareto. El intervalo de confianza
establecido fue de 95%, tomando como
significativos aquellos factores que tenian un
valor de Probabilidad (P)>F menor de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion de medio de cultivo a escala
de zaranda

Al considerar el efecto de las tres variables
independientes (concentraciones de
carbono, fésforo y nitrégeno) en el disefio
factorial utilizado, se obtuvo una ecuacién
de la forma:

Y: b0+b1x1+ b2X2 +b11X12+b12x1x2 -'-b22)(22

Se comprobd que una disminucién en las
concentraciones de las fuentes analizadas,
favorecio la produccion de biomasa (Figura
1). Las fuentes de carbono, nitrégeno y
fosforo fueron significativas con 95% de nivel
de confianza. Los resultados se
correspondieron con los informados en el
analisis de varianza por otros autores (Xiong

.

Efecto estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto del efecto de las fuentes de carbono,
nitrogeno y fésforo en la en la optimizacion del medio de cultivo para la

produccion de biomasa.
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et al., 2008; Wang y Wan, 2009). El aumento
en la concentraciéon de la fuente de carbono,
puede disminuir la produccién de biomasa de
la cepa, como una posible consecuencia a la
inhibiciéon del crecimiento por exceso de
sustrato (van Keulen et al., 2011).

El analisis mediante la metodologia de
superficie respuesta evidencio que la variable
dependiente se incrementd cuando las fuentes
de carbono y de amonio se encontraban en

Biomasa (giL)

04

4}'.-:'..
86 qpg 126 14.6- 1{;;'02 Nitrégeno

Carbono
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el nivel bajo (Figura 2). Resultados similares
fueron observados por Becerra (2007).

Por otra parte, el crecimiento de biomasa mostro
su maximo valor cuando las concentraciones
de carbono y fosforo se encontraban en el nivel
bajo y alto respectivamente (Figura 3). Cuando
los dos factores se hallaban en el nivel alto
se observoé una disminucion en la produccion
de biomasa, lo que confirmd el efecto negativo
de esta interaccion.

B Fésforo=2,1
E. 08 anr;m{g.'u
04
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§ 08
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Figura 2. Gréaficas de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) entre las variables
que representan las fuentes de carbono y fésforo.

Nitrégeno=1 0
A Biomasa g}
g
F o2
v ,‘\\\ -ty
Ll N 06
i et s
5 _ } =i
3 TS =12
% i o4
E” W16
HI 1 mi
LTI S —
e Vala
8 e
LT PR g 0 | Feoro

Fosfora

Nitrbgeno=3,0
4F ' Biomasa [alL)

02— 02
I 04
ﬂ,l ﬂ.ﬁ
s 08
} 1.0
08 47
1 14
L1

14 1.2

86 06 126 W 166

Carbono

Figura 3. Graficas de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) entre las variables que
representan las fuentes de carbono y nitrégeno.
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Sin embargo, la mayor produccién de
biomasa se obtuvo principalmente por el
aumento en la concentracion de la fuente
de fésforo y un nivel bajo en la
concentracion de la de nitrégeno (Figura 4).
No se evidencié una etapa de adaptacion
en el microorganismo. Se ha demostrado que
si un cultivo exponencial se inocula en el
mismo medio de cultivo y en condiciones
similares, el crecimiento exponencial se inicia
inmediatamente y se reduce el tiempo en la
fase de latencia.

La cinética de crecimiento de la cepa de P.
fluorescens en el medio de cultivo optimizado
mostré que la fermentaciéon concluy6 a las
12 horas ya que el valor de absorbancia se
mantuvo constante en las Gltimas mediciones
realizadas (Figura 5). Este resultado confirmo
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que el microorganismo se encontraba en fase
estacionaria (Kulkarni, 2002).

Los resultados a nivel de zaranda
demostraron la utilidad del empleo de la
metodologia de superficie respuesta para
optimizar el proceso fermentativo (Tabla 3).
Esta metodologia se aplica ampliamente en
procesos analiticos y se ha consolidado por
sus innumerables ventajas de generar
grandes cantidades de informacion de un
pequefio numero de experimentos y la
posibilidad de evaluar el efecto de interaccion
entre las variables en la respuesta (Bezerra
et al., 2008). En procesos de fermentacion
donde intervienen especies de Pseudomonas
se ha utilizado por diferentes autores con
resultados positivos (Dutta et al., 2004;
Tanyol et al., 2015).

B Carbono=10,0
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Figura 4. Gréficas de superficie de respuesta (A) y de contorno (B) entre las variables
que representan las fuentes de nitrogeno y fésforo.
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Figura 5. Crecimiento de Pseudomonas fluorescens en el medio de cultivo optimizado a
nivel de zaranda mediante la metodologia de superficie respuesta.
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Optimizacién de las condiciones de
fermentacion

El analisis realizado se constaté que tanto
la velocidad de agitacion, como el flujo
de aire ejercieron una influencia
significativa en el aumento de biomasa en
la fermentacién para un intervalo de
confianza del 95% como se muestra en el
diagrama de Pareto (Figura 6).

La aplicacion del andlisis de regresion generd
la ecuacion cuadratica: Biomasa (g I'*) = 1.674
—0.237 A—0.514B — 0.741A% + 0.162AB —
0.471 B2

A partir del modelo de regresion se obtuvo la
grafica de superficie de respuesta para la
interaccion agitacion-flujo de aire (Figura 7)
donde se representan los contornos para la
produccion de biomasa como funcién de la
velocidad de agitacion y el flujo de aire. El
circulo concéntrico mas pequefio de la
superficie de contorno se encontré en el
intervalo de valores co-dificados de velocidad
de agitacion-flujo de aire donde el crecimiento

Biotecnologia Vegetal Vol. 19, No. 2, 2019

de biomasa alcanz6 sus valores maximos. Esta
region va desde 640 a 710 rpom y de 0.79 a
0.99 vvm, muy cercana a los niveles centrales
700 rpmy 1 vvm.

A través de la utilizacion del anédlisis
matematico se determind que los valores
Optimos de velocidad de agitacion y flujo
de aire fueron de 677 rpm y 0.88 vvm,
respectivamente. Se aprecio un 6ptimo local
en esta zona para la variable dependiente.
Segun el modelo matematico con estas
condiciones se logré obtener una concentracion
méaxima de biomasade 1.76 g I*.

Operando el fermentador a 677 rpm se
garantiza una concentracion de nutrientes
homogénea en el recipiente. Esto posibilita
una mayor producciéon de biomasa ya que el
microorganismo tiene facil acceso a los
nutrientes requeridos para sus procesos
bioquimicos. Sin embargo, a valores
superiores disminuye la biomasa ya que la
agitacion mecanica crea esfuerzos cortantes
que pudieran afectar a las estructuras
celulares.

Tabla 3. Comparacion de los parametros cinéticos obtenidos en zaranda
empleando el medio de cultivo para producciéon de bioproducto y el medio

de cultivo optimizado.

Medio de cultivo

Medio de cultivo

Parametro

bioproducto optimizado
Hmax (h™) 0.136 0.201
Produccion de biomasa (g I't) 1.024 1.510

AA

B:flujo de aire

A:Agitacion

AB

0 3 e

s 12 15
Efecto estandarizado

Figura 6. Diagrama de Pareto del efecto de la velocidad de agitacion y el flujo de

aire en la produccion de biomasa.
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La validacion experimental de los resultados
obtenidos en la optimizacién de las
condiciones de velocidad de agitacion-flujo
de aire mostro que en la curva de crecimiento
se obtuvo un valor maximo de produccién de
biomasa de 1.73 g I'* (Figura 8) que se
correspondio en un 98.3% al estimado por el
modelo predictivo (R?>=0.9856). Este resultado
evidencio que el modelo se correspondio con
los datos experimentales.

Cuando ceso6 el crecimiento celular, no existia
un agotamiento completo de la fuente de
carbono y energia a pesar de comenzar la
fermentaciéon con un valor bajo de azlcares
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reductores (9.93 g I'Y), lo que indic6 que la
inhibicién del crecimiento de la biomasa no
ocurrio por agotamiento del sustrato limitante
en el proceso (Figura 9) sino quizas por
exceso. Al concluir el periodo de fermentacion
mas de la mitad del sustrato no habia sido
utilizado. Otros autores como Patil et al. (2016)
en la optimizacion del medio de cultivo para
la produccion de arginina deiminasa por P.
putida observaron una respuesta similar de
consumo incompleto de la fuente carbonada
que unido a los niveles de nitrégeno
condujeron a un incremento del pH que limité
el crecimiento bacteriano. Este aspecto podria
considerarse para estudios posteriores.
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Figura 7. Graficas de superficie de respuesta (a) y de contorno (b) mostrando el
efecto de la velocidad de agitacion y el flujo de aire sobre la produccion de biomasa
de Pseudomonas fluorescens en fermentador de 8.5 litros.
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Figura 8. Curva de crecimiento de Pseudomonas fluorescens en fermentador de 8.5
litros de volumen efectivo en condiciones de velocidad de agitacion y flujo de aire

optimas.
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Figura 9. Relacion entre la concentracion de biomasa y el consumo de azucares
reductores en la fermentaciéon de Pseudomonas fluorescens en fermentador de 8.5

litros de volumen efectivo.

Tabla 4. Parametros cinéticos obtenidos en zaranda y fermentador
de 8.5 | de volumen efectivo para la produccion de biomasa de

Pseudomonas flurescens.

Parametro Zaranda Fermentador 8.5 |
Produccion de biomasa (g I%) 1.560 1.760
Hmax (hD) 0.209 0.291
Yxss 0.321 0.396

Los parametros cinéticos obtenidos en el
fermentador fueron superiores a los
alcanzados en zaranda (Tabla 4), por lo que
se obtuvo un mayor aprovechamiento de los
componentes del medio de cultivo por la
bacteria. Resultados similares fueron
obtenidos por Sun et al. (2006) cuando
emplearon medios de cultivo con la misma
concentracion inicial de azucares reductores.

Operando el fermentador bajo las condiciones
6ptimas de agitacion y flujo de aire, disminuy6
a 8 horas el tiempo en que el microorganismo
finaliz6 la fase de crecimiento exponencial.

El medio de cultivo semisintético disefiado
para la cepa P. fluorescens permitié reducir
las concentraciones de carbono, nitrégeno
y fésforo en 29%, 50% y 44%
respectivamente con respecto al medio de
cultivo propuesto originalmente. Ademas,
incrementd en un 34% la produccion de

biomasa. Las condiciones Optimas de
velocidad de agitacion y flujo de aire (677
rpm y 0.88 vwvm) en el fermentacion de 8.5
litros de volumen efectivo redujeron el tiempo
de fermentaciéon a 12 horas. En este sentido,
se corrobord que la aplicacion de técnicas
estadisticas de disefio experimental en el
desarrollo de procesos de fermentacion
contribuye a reducir la variabilidad y tiempo
del proceso, a disminuir los costos y el nUmero
de ensayos a realizar (Box et al., 2005; Bezerra
et al., 2008).

CONCLUSIONES

Para la produccioén industrial de P. fluorescens
y la formulacion del bioproducto puede
emplearse un medio de cultivo semisintético
optimizado, sin melaza, que unido al empleo
de una velocidad de agitacion y flujo de aire
o6ptimos permiten incrementar el contenido de
biomasa bacteriana.
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