Respuestas
Afo 16
No. 2
Diciembre 2011
ISSN 0122-820X

»»» | Produccién de un inoculante a base de
rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal

Blanca Contreras-Roa! | Sandra Lopez- Pérez! | Juan Pablo Reyes! | Diana Cérdenas-Caro?
Resumen
Recibido: ' ' o _
Agosto 20 de 2010 Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal son una alternativa

en la biofertilizacion de los cultivos. Sin embargo, su utilizacion a nivel
comercial requiere del desarrollo de un bioproducto que sea competitivo al
Aceptado: nivel de costos vy efectos sobre las plantas, con respecto a los fertilizantes
Noviembre 10de 2011 1.4 icionales. Por tal razén, el objetivo de este trabajo fue realizar el estudio
de la cinética del crecimiento celular de dos especies bacterianas, Bacillus
megaterium BSF5 y Sphingomonas paucimobilis BFS3, coleccionadas en el
banco de cepas del laboratorio de Microbiologia de la Universidad Francisco
de Paula Santander, que se obtuvieron a partir de muestras de suelos de rosay
clavel del invernadero “Flores Iscald”, para producir un inoculante biolégico
para el mismo cultivo. Se evalué un medio de cultivo liquido definido y se
suministraron diferentes caudales de aire (VVM) con el fin de determinar
la velocidad especifica de crecimiento (u) 7y la concentracion celular en
la mdxima fase exponencial. A partir de estos resultados se continué con
el diseiio de un medio de cultivo alternativo en el cual se suministraron
fuentes nutricionales de bajo costo vy fdcil disponibilidad en la region, como
la melaza, virea y harina de hueso. Se determiné el crecimiento celular en
dos concentraciones de aziicares teniendo en cuenta la cantidad que habia
sido suministrada en el medio de cultivo definido previamente evaluado. Se
determiné que la inclusion de melaza en 1°Brix para Bacillus megaterium vy
2 Brix para Sphingomonas paucimobilis favorece la produccion de biomasa
y disminuye los costos de materia prima, con respecto, a la obtenida en un
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development of an economic and effective competitive bioproduct compared with
the tradicional fertilizers. For this reason, the aim of this work was to perform
the kinetics study of two bacterial species Bacillus megaterium BSF5 and
Sphingomonas paucimobilis BFS3, collected in the strain bank of the microbiology
laboratory of the Universidad Francisco de Paula Santander, obtained from
soil samples of rose and carnation from Flores Iscald greenhouse, to produce a
biological inoculant in order to be use in the same crops. A defined liquid culture
medium and several air caudal (VVM) were evaluated to determine de specific
velocity of growth (1) and the cellular concentration in the maximum exponential
phase. The obtained results were used to design an alternative culture media
using cheap and available nutritional sources in the region such as molasses, urea
and bone-meal. The cellular growth was evaluated in two sugar concentrations
according with the quantity used in the preliminary evaluated culture media. It
was determined that the use of molasses in 1°Brix for Bacillus megaterium and
29Brix for Sphingomonas paucimobilis favors the biomass production and reduces
the raw material costs compared with the result of the define culture medium.

Keywords: Bacillus megaterium, Sphingomonas paucimobilis, inoculants,
bioprocess, biofertilizers

también se requiere disefiar procesos de

Introduccion

n biofertilizante es un producto

biolégico que contiene microor-

ganismos benéficos del suelo, que al
ser inoculado en el suelo o semilla para un
cultivo, favorece los procesos de nutricion,
crecimiento y desarrollo de las plantas
mediante diversos mecanismos como el
incremento de la disponibilidad de nutrientes
(solubilizadores de fésforo, fijadores de
nitrogeno), mejoramiento de la eficiencia
de absorcién y transporte de nutrientes
(micorrizas) y produccién de fitohormonas
y vitaminas (promotores del crecimiento
vegetal) (Ramirez et al., 2008).

Su utilizacién comercial no depende sélo
de procesos de aislamiento, conservacién
y evaluacién de estos microorganismos
que realizan actividades de promocién
del crecimiento de las plantas, sino que

produccién que permitan obtener la biomasa
microbiana necesaria para la utilizaciéon de
estos microorganismos como inoculantes
biofertilizantes en los suelos cultivados con
el objetivo de suplir parcial o totalmente
la aplicacién de fertilizantes sintéticos.
Estos inoculantes pueden obtenerse en
condiciones artificiales suministrando a las
células microbianas nutrientes de alta calidad
analitica. Sin embargo, los costos que estos
componentes representan, no permiten que
el producto obtenido en un escalamiento
piloto e industrial, pueda ser comercializado
competitivamente frente a algunos fertilizantes
quimicos que se encuentran disponibles
tradicionalmente en el mercado.

De esta forma es necesaria la evaluacién
de las condiciones de cultivo 6ptimas de un
microorganismo y lo primero que debe tenerse
en cuenta es el disefo de medios de cultivo
adecuados, basados en los requerimientos
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nutricionales especificos que soporten el
crecimiento del microorganismos, la sintesis
de sus componentes celulares, asi como
la produccién de metabolitos primarios y
secundarios (Sanchez et al., 2003; Borrego et

al., 2004).

Actualmente, para cada género incluso
especie microbiana, se han formulado algunos
medios de cultivos definidos, particularmente
para su aislamiento y multiplicacién en
laboratorio utilizando componentes analiticos
y frecuentemente se utilizan en la produccién
de biomasa. En este sentido, Diaz de Villegas
et al. (2002) evaluaron la produccién de
sider6foros por la cepa PSS de Pseudomonas
aeruginosa en un sistema batch convencional
utilizando los medios succinato, glucosa,
glutdmico y King B, con la adicién de
reactivos analiticos. Por su parte, Rivera-Cruz
et al. (2002) utilizaron un medio de cultivo
selectivo de carbén combinado modificado
(CCM,) para bacterias fijadoras de nitrégeno
atmosférico tolerantes a BaP (Benzo(a)
pireno) con soluciones nutricionales de
calidad analitica para la produccién de células
de Sphingomonas paucimobilis con el objeto
de utilizarlo en la biorremediacién de suelo
contaminados con petrdleo.

Sin embargo, recientemente, se han
direccionado los esfuerzos buscando reducir
los costos de produccién de inoculantes con
el objetivo de facilitar su comercializacién.
Plazas (2007), referenci6 un nuevo medio
de cultivo para la produccion de la cepa
fosfatosolubilizadora ~ UV1  (Enterobacter
aglomerans),  modificando la  adicién
de componentes analiticos por fuentes
nutricionales de origen mineral que
suplementardn los requerimientos de este
microorganismo, y reportd, incluso un
aumento de dos unidades logaritmicas en la
producciéon de biomasa y la reduccién del
tiempo de produccién a 26 horas con respecto
al caldo SRS (Sundara Rao y Sinha, 1963). Asi
mismo, Torres & Yepes (2007), formularon un
nuevo medio de cultivo para la produccién de
las cepas AC5 y AC6 (Azotobacter chrococcum)

reduciendo un 69% del tiempo en el medio de
cultivo convencional. En otras investigaciones
desarrolladas, se han utilizado materias primas
de origen agroindustrial como la melaza
de cafia (Goudi et al., 2001; Cardenas et
al., 2002, Kulpreecha et al., 2009), suero de
leche (Cori de Mendoza et al., 2006), vinaza
(Diaz et al., 2003) y jugo de guayaba agria
(Lara, 2008) para el cultivo en fermentacion
liquida de bacterias y levaduras, encontrando
incrementos en la produccién de biomasa y
sugiriendo reduccién de costos de produccion
por la utilizacién de estos subproductos como
fuentes de energia, minerales y factores de
crecimiento celular.

El objetivo de este trabajo fue disefiar un
medio de cultivo para la produccién a escala
de laboratorio de inoculantes microbianos
a base de las cepas bacterianas BSF5
(Bacillus megaterium) y BFS3 (Sphingomonas
paucimobilis), utilizando materias primas
disponibles en la regién que suplan los
requerimientos  nutricionales de  estos
microorganismos  biofertilizantes  aislados
de suelos cultivados con clavel y rosas,
respectivamente.

Materiales y métodos

Microorganismos estudiados. Se
utilizaron las cepas BSF5 (Bacillus
megaterium) 'y BFS3  (Sphingomonas

paucimobilis) aisladas en medio SRSM
(Sundara Rao y Sinha, 1963) del cultivo
de clavel y rosa del invernadero “Flores
Iscalda” de la Universidad Francisco de Paula
Santander e identificadas bioquimicamente a
través de paneles de BBL Crystal (Reyes et
al., 2006). Las cepas fueron activadas sobre
cajas con agar Nutritivo conformando un
banco de trabajo de 10 cajas por cepa.

Curva de crecimiento de los
microorganismos suministrando diferentes
flujos de aire (VVM). Con el objetivo de
conocer la curva de crecimiento de las dos
cepas bacterianas, se utiliz6 el medio de cultivo
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definido propuesto para Bacillus megaterium,
cuya composicion es (g/L): sacarosa 10;
K,HPO, 2,5;KH,PO, 2,5; (NH,) HPO,.7H,0
1,0; MgSO,.7H,0 0,2; FeSO,.7H,O 0,01; y
MnSO,.7H,0 0,007; pH 7,0 (Todar, 2008).
Para la cepa de S. paucimobilis, se utiliz6 el
medio de cultivo SRS (Sundara Rao y Sinha,
1963) sin Puarpura de Bromocresol cuya
composicién es (g/L): NH,(SO,), 0,5; KCI
0,2; MgSO,.7TH,0 0,3; MnSO,H,O 0,004;
FeSO,.7H,0 0,002; NaCl 0,2; Glucosa 10;
Extracto de levadura 0,5; Ca,(PO,), 5; pH
7,2. El crecimiento se estudié durante 36
horas, para determinar el nidmero de células/
mL, segin la escala de Mc.Farland, leida en
un espectrofotometro Al, a 650 nm, ajustada
para cada microorganismo. Se inocularon
500 mL de medio de cultivo al 2% de una
suspension bacteriana ajustada segtn el tubo

1 de la escala de Mc.Farland que equivale a
3x10% células/mL.

Se evaluaron tres medidas de flujo de aire
(VVM: Volumen de aire/Volumen de medio/
Minuto) para determinar el crecimiento
bacteriano en cada una de ellas. En el T1 se
evalu6 1 VVM, en el T2 se suministraron 2
VVM y en el T3, 3 VVM. El TO se utiliz6
como testigo en cultivo estitico sin suministro
de aire. Se realizaron tres repeticiones para
cada tratamiento y la concentracién celular
se midi6 en cel/mL y se transformé a Log.
Se realiz6 un anélisis de varianza utilizando
el programa estadistico SPSS 10.0 para
Windows, con el fin de estimar los pardmetros
cinéticos de crecimiento, velocidad especifica
de crecimiento (1) y concentracién celular en
méxima fase exponencial.

Evaluacion del medio de cultivo
alternativo para la produccion de los
inoculantes microbianos de  Bacillus
megaterium y Sphingomonas paucimobilis.
Se realiz6 un disefio experimental para
evaluar dos niveles de melaza como una
fuente de carbono econémica y disponible
en la regién con el objetivo de reducir costos
en las materias primas utilizadas en el medio
de cultivo y se compard el crecimiento

bacteriano frente al medio de cultivo con
fuentes nutricionales grado reactivo analitico,
conformando asf tres tratamientos. La melaza
no solamente suministra el carbono sino que
ademds, en ella se encuentran disponibles
elementos menores, aminoacidos, vitaminas
y algunos otros factores de crecimiento que
no estarfan presentes en un medio de cultivo
sintético si no son adicionados como reactivos
quimicos analiticos (Gouda et al., 2001). Las
fuentes de f6sforo y nitrégeno también fueron
modificadas por cenizas de hueso de bovino (5
g/L) y trea respectivamente (0,5 g/L) segin
un medio de cultivo alternativo disefiado
para la produccién de levadura Candida utilis

(Cardenas et al., 2002).

Teniendo en cuenta los resultados de la
curva de crecimiento de cada bacteria en
el medio de cultivo definido, se disefiaron
dos etapas de indculos en el bioproceso
que permitieran obtener paulatinamente
volimenes mayores de biomasa, teniendo
en cuenta que suspender grandes cantidades
de células tomadas de medios agarizados
convencionales resultarfa demasiado
costoso, ademads, el crecimiento bacteriano
s6lo presentard una fase de adaptacion,
disminuyendo asi, el consumo de energia en
volimenes mayores. Este bioproceso se realizé
en erlenmeyers contenidos de 100 mL como
preindculo, los cuales fueron inoculados al
2%, con una concentracién celular de 3x108
cél/mL segin el tubo 1 de la escala de Mc.
Farland leida en un espectrofotémetro Al, a
650 nm. El tiempo de crecimiento en etapa
de preindculo fue de 18 h segin la fase
exponencial presentada por las bacterias en el
estudio de su curva de crecimiento en medio
de cultivo sintético. Al cabo de este tiempo
el preinéeulo fue transferido a 900 mL en un
biorreactor de vidrio con capacidad para 3,75
L y fue mantenido con aireacién constante
durante 18 h, hasta alcanzar el mAaximo
crecimiento exponencial.

El biorreactor utilizado fue construido a
partir de un frasco de vidrio reutilizable con
capacidad de 3,75 L de trabajo, al cual se
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adaptaron puntos de entrada de aire, salida
de gases, toma de muestras e inoculacién.
El aireador consistié en un tubo plastico en
forma de “I” con un dispersor circular con
perforaciones hechas cada centimetro y el
caudal de aire fue suministrado con una
bomba para acuario y regulado con una
valvulilla venoclises.

Se realizaron tres repeticiones para cada
tratamientoylaconcentracién celular se midié
en cel/mL y se transformé a Log para realizar
la curva de crecimiento bacteriano. Se realiz6
un anélisis de varianza utilizando el programa
estadistico SPSS 10.0 para Windows, con el
objetivo de estimar la concentracién celular
en méxima fase exponencial y seleccionar la
mejor concentracién de inclusién de melaza
como fuente de carbono en la produccion de
biomasa bacteriana.

Resultados vy
discusiones

Efecto del flujo de aire (VVM) en el
crecimiento bacteriano. Segin las curvas
de crecimiento obtenidas para Sphingomonas
paucimobilis, se observé que para todos los
voltmenes de aire suministrados, la etapa de
adaptacion alcanzo las 8 h, a partir de las cuales
se registraron diferentes comportamientos en
la fase exponencial para cada tratamiento
evaluado (Figura 1). Asi mismo, cuando se
realiz6 el andlisis de varianza a la velocidad
especifica de crecimiento (u) durante la
fase exponencial, se encontraron diferencias
significativas  (P<0,05) en todos los
tratamientos, obteniéndose el mayor valor
de 0,74 h' cuando se suministré 1 VVM.
El tratamiento testigo en cultivo estético
presentd el menor valorde 0,013 h!, indicando
que para el cultivo de S. paucimobilis es
necesario el suministro de aireacién en niveles
no superiores a 1 VVM, teniendo en cuenta
que caudales de 2 y 3 VVM registraron un
50% menos en la velocidad del crecimiento
bacteriano con respecto al tratamiento T1

(Tabla 1).

Figura 1. Curvas de crecimiento de Sphingomonas
paucimobilis en medio de cultivo definido con
suministro de diferentes caudales de aire (VMM)

11

]

3 105

&3 10/ ——0VVM
s &

T3 95 —=—1VVM
F]

By o ——2VVM
- 8,5 |

& ——3VVM
S 024 6 81012252729313335

Tiempo (hr)

Sanchez et al. (2003), reportaron que
Burkholderia cepacia presenté una fase de
crecimiento exponencial a partir de las 2 h
de incubacién en cultivo agitado a 70 rpm y
aunque observaron que a las 8 h de crecimiento
se presentaron los méximos valores de
concentracién celular, la velocidad especifica
de crecimiento () en esta fase exponencial
fue de 0,27 h!, similar a lo registrado en los
tratamientos T2 y T3, evaluados para S.

paucimobilis (Tabla 1).

Tabla 1. Velocidad especifica de crecimiento (w)
y concentracién maxima celular de Sphingomonas
paucimobilis en medio de cultivo definido

Tratamiento w(h') Concentracién
celular
(Cél/mL) ™
T1 (IVVM) 0,74a® 10,34a
T2 (2VVM) 0,38b 10,03b
T3 3BVVM) 0,31c 9,79¢
TO (OVVM) 0,013d 9,57d

@ Datos transformados a Log,,

@ Valores seguidos con la misma letra en la misma
columna no presentaron diferencias significativas por
el test de Duncan para un a = 0,05 de significancia

Giavasis et al. (2006) observaron un
incremento en la produccién de biomasa de S.
paucimobilis en un medio de cultivo definido,
cuando suministraron 1 VVM y 1000 rpm
comparando frente a 1 VVM y 500 rpm, pero
cuando aumentaron el suministro de aire
a 2 VVM y una agitacién de 250 a 500 rpm
encontraron un incremento en la produccién
de biomasa, argumentando que el incremento
de aireacién compensa parcialmente la escasa
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mezcla y transferencia de masa cuando se
agita el cultivo a 250 rpm y un poco mas en
agitacién de 500 rpm.

Tabla 2. Velocidad especifica de crecimiento (u) y
concentraciéon méxima celular de Bacillus megaterium
en medio de cultivo definido

Por su parte, Bacillus megaterium presentd Tratamiento u(h) Concentracién
un comportamiento muy similar en los celular
cuatro tratamientos evaluados en cuanto a (Cél/mL) D
la curva de crecimiento, aunque presentaron T1 (IVVM) 0,73a® 10,15a
diferencias significativas (P<0,05) vy se T2 (2VVM) 0,62b 9,36b
observé que en el tratamiento con suministro T3 3VVM) 0,33c 9,32b
de 1 VVM se obtuvo el mayor valor en la TO (OVVM) 0,18d 9,20b
velocidad especifica de crecimiento (u), con

una fase de adaptaciéon de 4 h y una fase
exponencial de méximo 24 h, donde alcanz6
una concentracién celular de 10,15 Log Cél/

mL (Figura 2).

Figura 2. Curvas de crecimiento de Bacillus
megaterium en medio de cultivo definido con
suministro de diferentes caudales de aire (VMM)
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De igual forma que en el cultivo de S.
paucimobilis, B. megaterium registré6 un valor
de la velocidad especifica de crecimiento ()
en la fase exponencial de 0,73h", diferente
significativamente (P<0,05) de los demas
tratamientos evaluados (Tabla 2), la cual
indica que el suministro de 1VVM en el caldo
de fermentacion, es el mas adecuado para el
crecimiento celular de estas bacterias con
respecto al tiempo de cultivo.

Diaz de Villegas et al. (2002) encontraron
valores inferiores de w en la fase exponencial
en el cultivo de Pseudomonas aeruginosa
PAO1 en caldos de fermentacién utilizando
succinato (0,07 h'), glucosa (0,1394 h'') y
acido glutdmico (0,064 h'') en condiciones de
agitacion de 175 rpm, los cuales son similares
a los registrados en el tratamiento TO, en
cultivo estdtico para los dos bacterias de este
estudio.

@ Datos transformados a Log,,

@ Valores seguidos con la misma letra en la misma
columna no presentaron diferencias significativas por
el test de Duncan para un o = 0,05 de significancia

Aunque el suministro de aireacién en una
fermentacion liquida pueda aumentar los
costos de produccién por la energia requerida
y el mantenimiento de las condiciones

':g_‘ o0 | asépticas por el equipo utilizado, debe
&, ——0 WM considerarse que frente al cultivo esttico,
8 ——1vVM la produccién de biomasa se ve afectada y
§2 °7 ——2WWM cuando sélo se suministra agitacién, se suple
§ 7- ——3Vvm en parte esta dificultad pero no se aumentan

significativamente las concentraciones
celulares como cuando se suministra
aireacion. Con respecto a esto, Giavasis et
al. (2006) indican que la agitacion permite la
transferencia de nutrientes y la distribucién
de aire y oxigeno, pero la aireacién determina
la oxigenacién del cultivo, asi como también
contribuye a la mezcla de la masa del caldo de
fermentacion, especialmente cuando las tasas
de agitacién mecanica son muy bajas.

Es asi como, debe evaluarse la cantidad
de aire requerido para el crecimiento celular
de una especie bacteriana en determinado
medio de cultivo, puesto que no siempre
estd correlacionado el incremento de la
biomasa con el aumento de aireacién en una
fermentacion liquida (Cérdenas et al., 2002).
Los resultados obtenidos sugieren que el
suministro de aireacion es importante para el
crecimiento celular de especies bacterianas
aerébicas de igual forma como lo sugiere
Giavasis et al. (2006) para el cultivo de S.
paucimobilis y Vishnuvardhan et al. (2009)
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para B. megaterium y por lo tanto para la
produccién de biomasa con fines de desarrollar
un inoculante biofertilizante. De esta forma,
se seleccioné el tratamiento con suministro
de 1 VVM de aireacién para el cultivo de las
dos bacterias en fermentacion liquida.

Seleccion del medio de cultivo alternativo
para la producciéon de los inoculantes
microbianos de Bacillus megaterium vy
Sphingomonas paucimobilis. La produccién
de la biomasa bacteriana en caldo de cultivo
alternativo presenté mayores valores de
Log UFC/mL con respecto a la obtenida en
medio de cultivo con reactivos analiticos. B.
megaterium alcanzé la maxima concentraciéon
celular a las 28 h de proceso, mientras que S.
paucimobilis presentd un crecimiento maximo
a las 32 horas del proceso (Figura 3).

Figura 3. Crecimiento celular de a) Sphingomonas
paucimobilis y b) Bacillus megaterium en medio de
cultivo melaza
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Estos resultados son similares a los
obtenidos con otros microorganismos cuando
se han adicionado fuentes de carbono
complejas como la melaza, extracto de malta,
jarabe de maiz, suero de leche y almidén
soluble, en comparacién con azicares puros
como la glucosa, fructosa y sacarosa ya que

los primeros son fuente también de vitaminas,
oligoelementos y otros factores requeridos en
el crecimiento bacteriano (Nikel et al., 2005;
Cori de Mendoza et al., 2006; Kulpreecha et
al., 2009).

Cuando se realizé el andlisis de varianza
y pruebas de comparacién mudltiple por el
test de Duncan, se encontraron diferencias
significativas (P<0,05) en la concentracién
celular maxima de S. paucimobilis en medio
de cultivo con melaza en una concentracién
de 2°Brix, con respecto a la concentracién
de 4°Brix, lo cual favorece los costos de
produccién por la disminucién de la cantidad
de materia prima requerida en el bioproceso

(Tabla 3).

Estosresultadossonsimilaresalosreportados
por Bajaj et al. (2006) cuando evaluaron
diferentes fuentes de carbono como la fructosa,
sacarosa, maltosa, lactosa y almidén soluble
en una concentraciéon de 2% y observaron
que la sacarosa favoreci6 la produccién de
biomasa de S. paucimobilis con respecto a la
glucosa y demds fuentes de carbono simples.
Sin embargo, cuando utilizaron almidén
soluble como fuente alternativa y compleja de
carbono, encontraron el mayor crecimiento
celular significativamente diferente a todos
los cultivos donde se adicionaron las demas
fuentes de carbono.

Por su parte, B. megaterium no presentd
diferencias  (P<0,05) al comparar la
concentracién celular méixima en medio
de cultivo con reactivos analiticos y medio
de cultivo con melaza en la concentracién
de 19Brix. Gouda et al. (2001) evaluaron la
inclusién de melaza en el caldo de fermentacién
para la produccién de polihiroxibutiratos
(PHB) por B. megaterium y registraron que el
3% (3°Brix) de inclusiéon de melaza favorecié
el crecimiento bacteriano y cuando se
adicioné solo el 2% de melaza, aumenté la
produccién de los (PHB). Kulpreecha et al.
(2009), encontraron que cuando se adiciond
melaza al 2% (2°Brix) y trea al 0,8% se obtuvo
mayor produccién de biomasa que al cultivar
B. megaterium en sacarosa al 2%.
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Tabla 3. Concentracién méxima celular de Bacillus megaterium y Sphingomonas paucimobilis en medio de cultivo

definido y alternativo

Tratamiento

Concentracién celular de
B. megaterium (Cél/mL)®
(Cél/mL)

Tratamiento

Concentracién celular de
S. paucimobilis

(Cél/mL)®

T1 (1°Brix)
T2 (3°Brix)
T3 (Definido)

10,72a®
9,94b
10,50ab

T1 (2°Brix)
T2 (4°Brix)
T3 (Definido)

10,74a®
10,42b
10,20c

@ Datos transformados a Log

@ Valores seguidos con la misma letra en la misma columna no presentaron diferencias significativas por el test

de Duncan para un a = 0,05 de significancia

La utilizacién de melaza como fuente de
carbono compleja en los medios de cultivo para
la produccién de S. paucimobilis y B. megaterium
incrementd el crecimiento bacteriano con
respecto al suministro de glucosa y sacarosa
respectivamente los caldos de fermentacion
con fuentes nutricionales definidas. Esto
indica que el crecimiento bacteriano se ve
favorecido en el medio alternativo formulado
con melaza de cafia y puede ser utilizado como
un caldo de fermentacién a nivel de laboratorio
y proyectarse hacia una produccién de mayor
escala.

Esto ha sido atribuido a que la melaza
de cafa contiene mayores requerimientos
nutricionales como carbohidratos (sacarosa y
glucosa) como fuente de energia, componentes
nitrogenados (amino4cidos, amonio) para la
sintesis de biomasa microbiana, minerales o
elementos traza (sodio, azufre, fdsforo, calcio,
magnesio, potasio, hierro) indispensables
para la activaciéon de enzimas, respiracion
celular y vitaminas (tiamina, riboflavina,
piridoxina y niacinamida) como fuente de
factores de crecimiento celular (Gouda
et al., 2001; Cardenas et al., 2002; Lara,
2008). La utilizacién de estos subproductos
agroindustriales como principales compo-
nentes de los caldos de cultivo, reducen
los costos de produccién asociados con la
eleccion del sustrato en las fermentaciones
industriales, especialmente en paises donde la
agroindustria tiene un profundo impacto sobre

los productos de la canasta familiar (Nikel
et al., 2005) y se considera una alternativa
viable de sustitucién de los medios de cultivo
definidos, en los cuales se aumentan los costos
de produccién y se obtiene menor contenido
de biomasa celular necesaria para desarrollar
el producto inoculante.

Conclusiones

El crecimiento celular bacteriano presentd
mayores valores cuando se suministré un
caudal de aireaciéon de 1 VVM vy se precisé
un méximo tiempo de proceso de 28 h para
Bacillus megaterium y de 32 h para Sphingomonas
paucimobilis.

Se determiné que el medio de cultivo con
inclusién de melaza favorecié la producciéon
de biomasa de las bacterias Sphingomonas
paucimobilis y Bacillus megaterium con respecto
al medio definido que contiene reactivos
grado analitico, lo cual permitird desarrollar
un inoculante a escala de laboratorio con bajo
costo de produccion.

Estas condiciones seleccionadas para el
bioproceso son preliminares para el disefio de
una produccién a escala piloto de inoculantes
biofertilizantes para ser utilizados en el cultivo
de rosas y claveles de la region.
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