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Resumen

Se realiz6 una etapa exploratoria aplicando el disefio Plackett-Burman para
cuatro fuentes de carbono, dos fuentes de nitrégeno, K,HPO, y MgSO,
y una solucion de micronutrientes con el fin de seleccionar los
factores nutricionales mds influyentes sobre el crecimiento del microorganismo.
Posteriormente, se llevé a cabo un proceso de optimizacion aplicando el disefio
Box-Behnken de los tres factores mds influyentes; los resultados indicaron
que la produccion de biomasa (UFC/mL) fue afectada significativamente por
condiciones tanto nutricionales como fisicas del medio de cultivo; el mdximo
rendimiento obtenido fue de 1 X 10° UFC/mL, el cual se logré bajo las
siguientes condiciones: 3 g/L sacarosa, 6,75 mL/L melaza, 0,77 mL/L glicerol,
14,42 mL/L hidrolizado de soya, 0,848 g/L hidrolizado de levadura, 0,25 g/L
K,HPO,, 3/5 aireacion y agitacion a 120 rpm con un tiempo de fermentacién
de 26 horas.

Palabras clave: Azospirillum brasilense, disenio Plackett-Burman, disefio
Box-Behnken, superficie de respuesta.

Abstract

The Plackett-Burman statistical design was initially applied for Screening the
most important nutritional variables (four carbon sources, two nitrogen sources,
K,HPO, y MgSO, and a trace elements solution) affecting microorganism
biomass production. Subsequently, a optimising the process by applied a Box-
Behnken design for the most important factors tree. The results showed that
biomass (UFC/mL) production was strongly affected by nutritional and physico
conditions of culture medium. The highest yield was obtained in the following
conditions: 3g/L sucrose, 6,75 mL/L molasses, 0,77 mL/L glycerol, 14,42
mL/L soybean hydrolyzate, 0,848 g/L yeast hidrolyzate, 0,25 g/L K,HPO,, 3/5
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aeration and shaking at 120 rpm 26 hours total fermentation time during which
1 x 10° UFC/mL were obtained.

Keywords: Azospirillum brasilense, Plackett-Burman Design, Box-Behnken

Design, Response surface.

Introduccion

| Cesar es uno de los principales

departamentos ganaderos de la

Costa Caribe y la mayor parte de su
hato estd dedicado a la produccién conjunta
de leche y de carne. Y es donde los cultivos
de pasto juegan un papel importante en
la alimentacién y nutricion del ganado
(Gamarra, 2005). Debido a esto, para que
existan buenos rendimientos en cuanto a
calidad nutricional y productividad del forraje
se debe tener en cuenta el estado del suelo;
por lo que actualmente este presenta un
deterioro fisico, quimico y biolégico afectando
severamente su capacidad productiva a
mediano y largo plazo, comprometiendo de
esta manera la viabilidad econémica de los
sistemas ganaderos ocasionados por el uso
desmedido de fertilizantes de sintesis quimica

(Adesemoye et al., 2008; Cardenas et al., 2010)

Por lo tanto, una alternativa viable que
contribuye favorablemente con este propdsito
es el uso de los biofertilizantes (Dobbelaere
et al., 2003; Baldani et al., 2008) los cuales
recuperan la fertilidad y productividad
del suelo y permiten darle a las plantas los
nutrimentos necesarios para su crecimiento
contribuyendo en este sentido a mejorar la
calidad de los cultivos para su produccién
agricola (Adesemoye et al., 2008).

De esta manera, es de gran importancia
la multiplicacién de Azospirillum spp. para
mejorar la calidad del suelo y productividad
de los cultivos (Dfaz-Zorita y Fernandez-

Canigia, 2009; Bashan et al., 2011), por lo que
la aplicacién de disefios estadisticos (Niladevi
et al., 2009) secuenciales para la generacion
de un medio de cultivo econémico se
convierte en un factor determinante a la hora
de producir un inoculante bacteriano, debido
a los elevados costos de los nutrientes grado
reactivo que son utilizados. Es por lo anterior
que se requiere un proceso de desarrollo
tecnoldgico que incluya la estandarizacion
de las condiciones nutricionales, manejando
los requerimientos fisiol6gicos mediante
herramientas  estadisticas que permitan
obtener una aproximacién de los factores que
intervienen en la viabilidad celular (Niladevi

et al., 2009).

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de
este estudio fue estandarizar un medio de
cultivo alternativo para la multiplicacién
de Azospirillum brasilense C16, evaluando
sustratos de bajo costo sobre el crecimiento
méaximo del microorganismo a escala de
laboratorio.

Materiales y métodos

Microorganismo y medio de cultivo

La cepa C16 (Azospirillum brasilense)
fue suministrada por el Banco de cepas del
Laboratorio de Microbiologia de Suelos del
Centro de Biotecnologia y Bioindustria (CBB-
Corpoica C.I Tibaitatd). El microorganismo
fue mantenido en crioconservacién a -20°C
y se reactivd en el medio de cultivo Dygs

(K,HPO,*3H,0: 0,5 g/L, MgSO,*7H,0: 0,5
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g/L, glucosa: 2g/L, peptona universal: 1,5 g/L,
extracto de levadura: 2g/L, 4cido glutdmico:
1,5 g/L, 4cido malico: 2g/L ajustado a un pH
de 7,0) (Rodriguez et al., 1986).

Estandarizacion del inéculo y determi-
nacion de la viabilidad celular

Se realiz6 una suspension celular al 10% en
solucién salina (NaCl 0,85%) de la cepa C16
crecida a una temperatura de 30 = 2°C a 120
rpm durante 30 h, ajustada al tubo N2 5 de la
Escala de Mc Farland. La viabilidad celular
se determiné mediante recuento en placa por
la técnica de microgota (Doyle et al., 2000)
sobre agar batata (Ddobereiner et al., 1995),
realizando diluciones seriadas en base diez
desde 10 hasta 10®. El tiempo de incubacién
fue de 48h a 30 = 2°C.

Caracterizacion de los sustratos empleados

Se utilizaron seis sustratos: sacarosa,
melaza, glutamato, glicerol, soya y extracto
de levadura. Se determiné el porcentaje de
carbono organico por el método de Walkley-
Black modificado y nitrégeno total por el
método Kjeldahl.

Cinética de crecimiento en el medio de
cultivo de referencia y alternativo

Se realiz6 una suspensién celular al
10% (v/v) de labacteria en solucién salina
(NaCl 0,85%), la cual fue ajustada con el
tubo N2 5 de la Escala de Mc Farland.
Esta se llevé a un erlenmeyer de 2000
mL, tomando una relacién de aireacién
(1/5) a 120 rpm y una temperatura de
30 = 2°C; el ensayo fue realizado por
triplicado tomando muestras cada 3
horas durante 48 horas.

Andlisis estadistico y de costos

Se aplicé una etapa preliminar exploratoria
-screening- usando el disefio Plackett-Burman
(Plackett y Burman, 1946) y una etapa de
optimizacién mediante la generacién de una

superficie de respuesta, con la aplicacién
del disefio Box-Behnken; el cual permite
seleccionar los factores mas influyentes (Box
y Behnken, 1960). Se utiliz6 el software
estadistico Statgraphics Plus (versién 5.1).

Se implementaron 14 tratamientos por
triplicado, utilizando erlenmeyers de 125
mL. Se evaluaron 9 factores nutricionales:
cuatro fuentes de carbono (sacarosa, melaza,
glutamato y glicerol), dos fuentes de nitrogeno
(hidrolizado de soya e hidrolizado de extracto
de levadura), dos sales (K,HPO, y MgSO,),
soluciéon de microelementos y dos factores
fisicos: aireacion y agitacion (Tabla 1). Cada
factor se evalué a dos niveles, un nivel alto
denotado por (+) y un nivel bajo designado

por (-).

Tabla 1. Factores analizados con un disefio Plackett-
Burman, codificacién de los factores y niveles

manejados
/FACTOR (@) SIMBOLO NIVELES DEL FACTOR
Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1)

K,HPO,4 S 0,25 0,75
MgSO, S, 0,25 0,75
Sacarosa C, 1 3
Melaza C 0,675 2,025
Glutamato G 0,74625 2,23875
Glicerol Cy 0,98 2,94
Hidrolizado de soya N, 0,721 2,163
Hidrolizado de extracto de N, 0,848 2,544
levadura
Aireacion I /5 2/5
Agitacion J 60 rpm 180 rpm

Q/Iicroelememos K 0,5 ml/L 1,5ml/L

Resultados y discusion

Caracterizacion de los sustratos empleados

Se obtuvieron los valores de concentracion
de carbono y nitrégeno total de las seis fuentes
nutricionales utilizadas, lo anterior permitié
establecer las mejores relaciones nutricionales
para asociarla con la capacidad metabélica del
microorganismo en estudio (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracién de carbono y nitrégeno total
en las fuentes de crecimiento

/
Fuente de crecimiento % Carbono % Nitrégeno C/N
Sacarosa-C; 42,1 *ND 42,1
Melaza-C, 67,5 0,16 421,9
Glutamato-C; 35,4 8,27 4,28
Glicerol-C, 52,9 *ND 52,9
Soya-N; 72,1 5,88 12,3
Extracto de levadura- N, 84,8 7,52 11,28

*ND: No detectable
Fase screening-Disefio Plackett-Burman

Los datos para cada uno de los factores
analizados no presentaron efectos estadistica-
mente significativos sobre la variable respues-

ta (p < 0,05) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de varianza (Anova) de los
resultados obtenidos para determinar los valores de
estadistico B, con un nivel de confianza del 95% del

disefio experimental Plackett-Burman.

**Simbolo GL' Estimacion Suma de cuadrados  F-Ratio P-valor
1 1 0,118333 0,126025 3,57 0,0721 *
N, 1 -0,0872222 0,0684694 1,94 0,1777 *
C, 1 0,0794444 0,0568028 1,61 0,2179 *
C; 1 -0,0783333 0,055225 1,56 0,2242
Cy 1 -0,0783333 0,055225 1,56 0,2242
N; 1 -0,0716667 0,046225 1,31 0,2649
7 1 0,0661111 0,0393361 1,11 0,3027
S 1 -0,0694444 0,0434028 1,23 0,2796
S, 1 0,0105556 0,00100278 0,03 0,8677
Cs 1 0,0283333 0,007225 0,20 0,6555
K 1 0,0505556 0,0230028 0,65 0,4282

IGL: Grados de libertad, *Factores significativos sobre
el crecimiento del microorganismo. **Codificacién de
los simbolos nombrados previamente en la tabla 1.

Con los resultados obtenidos se
seleccionaron los factores: aireacién (I),
hidrolizado de extracto de levadura (N,) y la
sacarosa (C,) que presentaron unasignificancia
representativa, mientras que se descartaron
los factores: MgSO, (S,), glutamato (C)) y la
solucién de microelementos (K) por presentar
valores de P mayores.

Azospirillum brasilense

Al emplear el andlisis matemético se
reemplazaron los coeficientes de regresién
para cada factor en la ecuaciéon 1 y se
establecié el modelo de ajuste de regresion
para la productividad en células (Y).

La ecuacién lineal del modelo ajustado es:

Y = 9,14083 - 0,0347222°S, + 0,00527778'S,
+0,0397222-C, - 0,0391667-C, + 0,0141667-C,
-0,0391667-C, - 0,0358333'N, - 0,0436111'N,, +
0,0591667°1 + 0,0330556°] + 0,0252778°K

Donde Y es la variable de respuesta
denotada como viabilidad celular, S, y S,
son KZHPO4 y MgSO4; C,C,Cyy C4 son
fuentes de carbono respectivamente, N, y N,
son fuentes de nitrégeno, I es aireacion, | es
agitacion y K es microelementos, permitiendo
inferir que la variable més significativa fue la
aireacion (I) y la variable con el menor efecto

fue el MgSQO, (S,).

El suministro de aireacién en bajas
cantidades (I) favorecié la multiplicacién de
la bacteria. Este resultado concuerda con lo
reportado porautores como Baraketal., (1982);
Hartmann y Baldani (2006) donde sefialan
que a condiciones de baja concentracién
de oxigeno (microaerofilia) las células de
Azospirillum sp. crecen y se multiplican
satisfactoriamente, permitiéndoles expresar
el mecanismo enzimAtico de la nitrogenasa

(Moure et al; 2012)

Asi mismo, el hidrolizado de extracto de
levadura (N,), mostré el segundo valor mas
representativo sobre la variable respuesta
en un nivel bajo; lo cual demuestra la
importancia de este factor en bajas cantidades
sobre el crecimiento de A. brasilense C16. Se
puede inferir que el anterior resultado pudo
estar relacionado con el aporte de elementos
nutricionales nitrogenados, azicares, fosfatos,
potasio y diferentes vitaminas del complejo
B presentes en esta fuente de crecimiento
(Dahm et al., 1993; Rodelas et al., 1993;
Bashan et al; 2011)

La sacarosa (C,), present6 una influencia
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sobre el crecimiento de la bacteria con una
magnitud positiva, por lo que se permite inferir
que la relacién de las cantidades utilizadas de
nitrogeno y carbono en niveles bajos y altos
en el diseno respectivamente, contribuye
al 6ptimo desarrollo del microorganismo si
se controla adecuadamente de manera que
la limitaciéon o el exceso de estos factores
nutricionales pueden generar una respuesta
desfavorable sobre la capacidad de fijacién
de nitrégeno (Martinez et al., 1984; Parra y
Cuevas, 2001).

Por otra parte, el glutamato (C,) fue
descartado por ser el segundo factor
estadisticamente menos influyente sobre el
crecimiento del microorganismo, esto quizis
se debi6 a que este sustrato no pudo ser
metabolizado eficientemente por A. brasilense
por presentar un esqueleto carbonado
-0-cetoglutarato- que para esta especie segin
reportes citados es incapaz de degradarlo.
Aunque, también puede atribuirse a que
en el medio liquido se encontraban fuentes
carbonadas més rdpidamente degradables por
las diferentes enzimas de las rutas Entner-
Doudoroff y Embden-Meyerhof-Parnas
(Baldani et al.,1979; Bashan et al., 2011).

A partir de los andlisis estadisticos del
disenio Plackett-Burman se seleccionaron
los tres factores mas influyentes (aireacidn,
hidrolizado de extracto de levadura y sacarosa)
para ser evaluados en la segunda etapa de
optimizacién, junto con glicerol, hidrolizado
de soyay K,HPO, para mantener la diversidad
nutricional en el medio alternativo.

Fase de optimizacion-Diserio Box-Behnken

En esta etapa se evaluaron todas las
combinaciones posibles para los tres factores
seleccionados (A = aireacion (I), B =
hidrolizado de extracto de levadura (N,) y C
= sacarosa (C))) mediante la generacién de
superficies de respuesta (Tabla 4).

Se realiz6 un andlisis de varianza para
una regresién miltiple. En general el grado

de ajuste del modelo fue del 60,10% de la

variabilidad presentada en la experimentacién

(Tabla 5)

Tabla 4. Factores influyentes analizados en la etapa de
optimizacién para A. brasilense C16.

NIVEL BAJO NIVEL MEDIO NIVEL ALTO
-1 ©0) +1)

FACTOR SiMBOLO

Aireacion (I) A 1/5 2/5 3/5

Hidrolizado de
extracto de B

levadura (N,)

0,424 g/L 0,848 g/L 1272 g/L

Sacarosa (C,) C 1,5 g/L 3g/L 4,5 g/l

Tabla 5. Analisis de varianza (Anova) aplicando
el disefio Box-Behnken para A. brasilense C16.
Codificacién de los factores: A = aireacién (I), B =
hidrolizado de extracto levadura (N,)

y C = sacarosa (C)).

Factor Suma de cuadrados  F-ratio Estimacion  P-valor

A=1 0,0045125 0,38 0,0475 0,5654
B=N, 0,0153125 1,28 0,0875 0,3086
Cc=C 0,0002 0,02 0,01 0,902
AA 0,0136641 115 0,121667 0,3334
AB 0,0009 0,08 0,03 0,7945
AC 0,013225 1,11 0,115 0,3406
BB 0,0152026 1,27 -0,128333 0,3102
BC 0,015625 1,31 0,125 0,3042
CcC 0,00862564 0,72 0,0966667 0,4339

Se pudo observar que la interaccién
entre los factores hidrolizado de extracto de
levadura (B) y sacarosa (C) present6 un efecto
positivo sobre la variable de respuesta con una
mayor significancia que los demés factores, de
modo que existe influencia conjunta sobre
el crecimiento de Azospirillum brasilense
C16. Simultdneamente, se examino el efecto
independiente de los factores dando como
resultado que el factor sacarosa (C), tiene
el menor efecto individual por lo que debe
existir una relacién proporcional entre C/N
en el medio de cultivo para que esta fuente
(C) tenga un efecto 6ptimo sobre la variable
de respuesta.

Adicionalmente, se llevé a cabo un anélisis
de las superficies de respuestas. Para el factor
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aireaciéon (A) no se observa claramente una
tendencia hacia los dos niveles evaluados (-1
y 1) debido a que se presenta similitud en la
concentraciéon del microorganismo; mientras
que se observa una menor curvatura en los
puntos centrales por lo que nos permite inferir
una baja tasa de multiplicacién de la bacteria
en estas magnitudes. Para el hidrolizado
de extracto de levadura (B), las méximas
productividades se obtuvieron cuando esta
variable se encontr en el nivel 1 manteniendo
constante la sacarosa (C) (Figura 1A).

Figura 1. Superficies de respuesta de la interaccién
entre el factor aireacién (A), hidrolizado de extracto
de levadura (B) y la sacarosa (C).
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Cuando la magnitud de aireaciéon (A)
se mantuvo constante, se observa que el
factor hidrolizado de extracto de levadura
(B) present6 una tendencia hacia los puntos
centrales con una mayor curvatura en la
gréfica, lo que confirma que la formulacién
de esta cantidad en el nivel medio es la méas
apropiada para el crecimiento de Azospirillum

Azospirillum brasilense

brasilense C16. La respuesta del factor
sacarosa (C), reflejé un méximo crecimiento
del microorganismo en la regién del espacio
explorada cuando este factor estd en un nivel

1 (Figura 1B).

Cuando el hidrolizado de extracto de
levadura (B) se mantuvo constante, se observa
el efecto de los niveles evaluados para el factor
aireacion (A) sobre la variable respuesta. A su
vez, la sacarosa (C), mostré una tendencia a
maximizar la respuesta si se utiliza un nivel de

1 (Figura 1C).

Mediante el andlisis estadistico se obtuvo
los coeficientes de regresion generados,
reemplazandolos en la ecuacién 1 del modelo
de regresion se obtiene:

Y = 9,04333 + 0,02375'A + 0,04375'B
+ 0,005-C + 0,0608333-A* + 0,015°AB +
0,0575'-AC - 0,0641667-B* +0,0625'BC +
0,0483333-C?

La composicion del medio de cultivo
estandarizado fue de: 3 g/L sacarosa (C)), 6,75
mL/L melaza (C)), 0,77 mL/L glicerol (C4),
14,42 mL/L hidrolizado de soya (N,), 0,848
g/L hidrolizado de extracto de levadura (N),
0,25 g/lL K,HPO, (S1), 3/5 aireacién y una
agitacion de 120 rpm.

Cinética de crecimiento en el medio de
cultivo tradicional y alternativo

Se determind la cinética de crecimiento
de Azospirillum brasilense C16 tanto en el
medio de control y alternativo. Se obtuvo
una concentraciéon de 1 X 10° UFC/mL en un
tiempo Optimo de fermentacién de 26 horas en
el medio alternativo; mientras que en el medio
control se obtuvo la misma concentracién
en menor tiempo. Sin embargo, el medio de
cultivo control se consumié mucho més rapido
descendiendo drasticamente su concentracién

(Figura 2).

En contraste, se linealiz6 la curva de
crecimiento de A. brasilense C16 en los
medios evaluados, obteniendo los pardmetros
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cinéticos: velocidad especifica de crecimiento

(ux) y el tiempo de duplicacion (td) (Tabla 6).

Figura 2. Cinética de crecimiento para A. brasilense
C16 en funcién del tiempo en el medio control-Dygs y
medio de cultivo alternativo.
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o 10 20 30 40 50 &0
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Tabla 6. Parametros cinéticos para A. brasilense C16
en el medio control y medio alternativo.

Parametro Cinéticos Medio control Medio alternativo

Velocidad especifica de 0,25h™ 0,22h
crecimiento (ux)
Tiempo de duplicacion (td) 2,77h 3,15h

Al analizar los resultados obtenidos, se
puede discutir que las fuentes de crecimiento
complejas utilizadas en el medio alternativo
requieren de un gran nimero de reacciones
metabdlicas para degradar estos sustratos por
el microorganismo; asegurando de esta manera
la multiplicacién efectiva de la bacteria por
mas tiempo en comparacion con los sustratos
utilizados en el medio control; los cuales son
degradados mas rapidamente ocasionando el
consumo de estos en menor tiempo.

El anélisis costo-beneficio realizado a
la tecnologia generé una reduccién de los
costos, al reemplazar insumos grado reactivo
en el medio control por fuentes nutricionales
alternativas, por un valor de $ 85,43 por
litro en el medio alternativo; mientras que el
costo del medio de referencia tiene un precio

estimado de $ 2922,76.

Es importante resaltar que aunque la
concentracién fue similar en ambos medios de
cultivos durante el tiempo evaluado, se destaca
el menor costo con el medio estandarizado
utilizando sustratos agroindustriales.

Conclusiones

La aplicacién de herramientas estadisticas
y de disefios de experimentos demostraron
ser estrategias utiles y eficientes para llevar
a cabo la optimizacién de medios de cultivo.
El analisis demostré que la produccién de
biomasa en A. brasilense C16 esta determinada
por la aireacién, hidrolizado de extracto de
levadura y la sacarosa.

El disefio de Box-Behnken demostré que
para mantener una adecuada concentracién
de Azospirillum brasilense C16, es preciso que el
balance de las magnitudes de los factores sean
cuidadosamente controladas manteniendo
estables la relacion de aireacion y agitacion. El
medio de cultivo alternativo para Azospirillum
brasilense C16 mostré una economia del 95%
en comparacién con el medio de referencia.
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