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1. RESUMEN	
	

Azospirillum	brasilense	en	una	de	 las	especies	más	estudiadas	entre	 las	 rizobacterias	promotoras	del	

crecimiento	en	plantas	debido	a	que	favorecen	la	síntesis	de	fitohormonas	y	la	fijación	de	nitrógeno.	Su	

atractivo	se	debe	a	la	capacidad	de	estimular	el	crecimiento	de	plantas	como	maíz,	trigo,	arroz,	sorgo,	

avena	 y	 de	 pastos	 forrajeros.	 En	 la	 actualidad,	 su	 uso	 comercial	 como	 biofertilizante,	 comienza	 a	

extenderse	en	diferentes	países	como	Israel,	Argentina,	Uruguay,	Brasil	y	México;	en	los	cuales	pequeñas	

y	medianas	empresas,	así	como	agencias	gubernamentales	se	encuentran	involucradas	en	la	producción	

de	cultivos	de	células	viables	entre	107-1010	UFC	mL-1,	conocidos	como	inoculantes.	Por	lo	anterior,	en	el	

presente	 trabajo	 se	 buscó	maximizar	 la	 densidad	 celular	 mediante	 el	 uso	 de	 diferentes	 fuentes	 de	

carbono	en	matraces,	así	como	la	implementación	de	diferentes	velocidades	de	aireación	y	perfiles	de	

alimentación	en	columnas	de	burbujeo.	

	

El	trabajo	se	dividió	en	tres	etapas.	En	 la	primera,	se	evaluó	el	crecimiento	en	matraces	de	 las	cepas		

industriales	Start	y	Calf	de	A.	brasilense	(Biofábrica	Siglo	XXI),	utilizando	diferentes	fuentes	de	carbono:	

ácido	málico,	ácido	succínico,	glicerol	y	gluconato	de	sodio	en	medio	mineral	NFb.	La	mayor	densidad	

celular	viable	para	ambas	cepas	se	obtuvo	en	el	medio	NFb	con	gluconato	de	sodio	a	las	28h,		

9.10	x	109		±	0.15	UFC	mL-1	y	5.5	x	109	±	2.19	UFC	mL-1	para	las	cepas	Start	y	Calf	respectivamente.	Seguido	

de	ácido	málico	donde	se	obtuvieron	1.08	x	109	±	0.31		UFC	mL-1	para	Start	y	2.63	x	109	±	0.52	UFC	mL-1	

para	Calf	(con	ácido	succínico	y	glicerol	se	obtuvieron	cuentas	de	108		y	107	UFC	mL-1.	Luego	de	cuatro	

meses	de	almacenamiento,	la	densidad	celular	de	los	cultivos	realizados	con	gluconato	de	sodio	decayó	

en	un	orden	de	magnitud	(108	UFC	mL-1)	mientras	que,	la	de	ácido	málico	se	mantuvo	en	el	orden	de	109	

UFC	mL-1	.	Por	tanto,	el	resto	de	los	experimentos	de	este	trabajo	se	realizaron	con	ácido	málico	como	

fuente	de	carbono.	

	

En	la	segunda	etapa,	se	realizaron	cultivos	en	lote	para	cada	una	de	las	cepas	en	columnas	de	burbujeo,	

a	diferentes	velocidades	de	aireación	(0.1,	0.5	y	1.0	vvm).	Se	observó	un	efecto	negativo	de	mayores	

flujos	de	aireación	sobre	las	densidades	celulares	de	ambas	cepas.	En	0.1	vvm	se	obtuvieron	las	mayores	

densidades	celulares:	7.8	x	1010	±	1.31		UFC	mL-1	para	el	caso	de	la	cepa	Calf	y	2.86	x	109	±	0.47	UFC	mL-

1	para	la	cepa	Start.	Así	mismo,	se	observó	el	consumo	de	la	forma	D-malato	mientras	que	en	0.5	y	1.0	

vvm,	el	consumo	de	éste	isómero	fue	nulo.	
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Finalmente,	en	la	tercera	etapa	se	realizaron	cultivos	en	columnas	de	burbujeo	alimentados	con	perfiles	

exponencial,	 escalonado	 y	 lineal	 con	 una	mezcla	 1:1	 (al	 inicio	 de	 cultivo)	 de	 las	 cepas	 Start-Calf	 en	

0.1vvm.	En	el	cultivo	control	(sin	alimentar)	se	obtuvieron	3.7	x	1010	±	0.20	UFC	mL-1	mientras	que,	con	

el	perfil	alimentado	escalonado,	se	obtuvo	una	cuenta	ligeramente	superior:	8.3	x1010	±	0.05	UFC	mL-1,	

con	el	perfil	lineal:		8.52	x1011	±	0.51	UFC	mL-1	y	dos	ordenes	de	magnitud	sobre	el	control	fue	obtenido	

por	 el	 alimentado	 exponencial:	 3.9	 x	 1012	 ±	 1.55	 UFC	mL-1.	 La	 acumulación	 de	 PHB	 de	 los	 cultivos	

alimentados	fue	mínima	y	la	viabilidad	de	los	cultivos	disminuyó	en	promedio	dos	ordenes	de	magnitud	

luego	de	6	meses	en	anaquel.		A	través	del	desarrollo	del	presente	trabajo,	se	estableció	un	proceso	de	

cultivo	para	A.	brasilense	en	columnas	de	burbujeo,	en	el	cual	se	utilizan	ambos	isómeros	del	sustrato	

DL-ácido	málico	tanto	en	lote	como	en	sistema	por	lote	alimentado	en	éste	último	de	se	obtuvieron	altas	

densidades	celulares	(3.9	x	1012	±	1.55	UFC	mL-1)	de	A.	brasilense.	
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2. INTRODUCCIÓN	

	

La	inoculación	de	plantas	con	bacterias	benéficas	se	ha	practicado	desde	hace	cientos	de	años;	basada	

en	la	experiencia	de	los	agricultores	que	mezclaban	tierra	donde	crecían	las	leguminosas,	para	cultivos	

no-leguminosos	con	buenos	resultados.	El	método	se	extendió	y	se	recomendó	como	técnica	de	cultivo	

por	Estados	Unidos,	aún	sin	atribuirse	los	efectos	a	los	microorganismos	presentes	[Smith,	1992;	Bashan	

et	al.,	2013].	

	

En	1896	se	registró	la	primera	patente	de	microorganismos	para	la	inoculación	en	plantas	(“Nitragin”),	

basada	en	bacterias	del	género	Rhizobium	[Nobbe	y	Hiltner,	1896].	Este	producto	abrió	la	posibilidad	a	

otras	bacterias	rizosféricas	de	ser	utilizadas	como	biofertilizantes	(microorganismos	vivos	o	latentes	que	

mejoran	la	fertilidad	del	suelo)	por	ejemplo:	Azotobacter	sp.	y	Bacillus	megaterium	en	los	años	30s	y	40s	

del	siglo	XX	y	Azospirillum	en	 la	década	de	 los	70s	 [Döbereiner	y	Day,	1976;	Bashan,	1998;	Bashan	y	

Holguín	1997;	Bashan	y	de	Bashan	2010;	Glick,	2014]	.		

	

Azospirillum	es	uno	de	los	géneros	más	estudiado	entre	las	rizobacterias	promotoras	del	crecimiento	en	

plantas	(PGPR:	Plant	Growth	Promoting	Rhizobacteria)	[Perrig	et	al.,	2007;	Bashan	y	de	Bashan,	2010].	

La	inoculación	con	Azospirillum	como	biofertiizante	en	cereales	y	pastos	forrejeros	genera	aumento	en	

el	peso	seco	de	planta	y	granos,	aumento	en	la	cantidad	de	nitrógeno,	aumento	de	retoños;	emergencia	

de	plántulas	y	florescencia	temprana;	incremento	en	el	número	de	granos	por	espiga;	plantas	más	altas,	

con	mayor	tamaño	foliar	y	tasas	de	germinación	superiores	a	las	convencionales,	además	de	incremento	

de	la	masa	radicular	en	longitud	y	volumen	[Fibach-Paldi	et	al.,	2012;	Díaz-Zorita	y	Fernández-Canigia,	

2009;	Hartmann	y	Bashan,	2009;	Fuentes-Ramírez	y	Caballero-Mellado,	2005].	

	

Ante	la	creciente	demanda	de	alimentos,	el	uso	de	fertilizantes	químicos	en	los	campos	de	cultivo	se	ha	

incrementado.	Sin	embargo,	se	estima	que	cerca	del	50%	del	nitrógeno	contenido	en	los	fertilizantes	se	

infiltra	[Adesemoye	y	Kloepper,	2009;	Tilman	1998],	eutrofizando	los	mantos	acuíferos	y	posteriormente	

volatilizándose	formando	gases	reactivos,	desencadenando	la	llamada	“cascada	de	nitrógeno”	[Murray-

Tortarolo	y	Murray-Prisant,	2013].	El	uso	de	biofertilizantes	se	propone	como	una	solución	sustentable	

a	la	alteración	del	ciclo	del	nitrógeno	[Rodríguez	y	Fraga,	1999;	Ahemad	y	Kibret,	2014;	Sivasakthivelan	
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y	Saranraj,	2013;	Suyal	et	al.,	2016],	el	cual	ha	superado	tres	veces	el	umbral	de	seguridad	para	el	planeta	

(Figura	2.1)	siendo	el	segundo	desequilibrio	ambiental	detectado	[Rockström	et	al.,	2009].	

	

	
Figura	 2.1	 Umbrales	 de	 seguridad	 ante	 los	 principales	 problemas	 ambientales	 (tomada	 de							

Rockström	et	al.,	2009).	Se	destacan	la	pérdida	de	biodiversidad	,	cambio	climático	y	los	cambios	en	el	ciclo	

de	nitrógeno	como	problemas	que	han	rebasado	el	umbral	seguro	para	la	vida	humana.	

	

El	objetivo	de	este	trabajo	fue	establecer	estrategias	de	cultivo	donde	se	obtuvieran	altas	densidades	

celulares	de	Azospirillum	brasilense	(mayores	al	orden	de	109	UFC	mL-1)	con	larga	vida	de	anaquel	para	

ser	utilizado	como	biofertilizante.	
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3. ANTECEDENTES	

3.1	 El	género	Azospirillum	
 
Las	bacterias	del	género	Azospirillum	se	encuentran	clasificadas	dentro	de	la	subclase	α-Proteobacteria	

por	análisis	de	secuencia	de	16S	RNAr	[Young,	1992];	son	microorganismos	diazótrofos	de	vida	libre	en	

forma	de	bastón,	con	flagelos	polares	y	perítricos,	de	metabolismo	aerobio	(aunque	algunas	cepas	tienen	

la	capacidad	de	crecer	en	condiciones	anaerobias)	que	colonizan	por	adhesión	la	superficie	de	las	raíces	

[Baldani	et	al.,	2005,	Burdman	et	al.,	2000]	y	cuya	ocurrencia	dentro	de	la	población	rizosférica	varía	del	

1	al	10%	[Fani	et	al.,	1995].	

	

Se	 han	 descrito	 17	 especies	 del	 género	 Azospirillum	 (Tabla	 3.1),	 clasificadas	 de	 acuerdo	 a	 sus	

características	genéticas,	bioquímicas	y	moleculares:	A.	lipoferum,	A.	brasilense	(1978),	A.	amazonense	

(1983),	A.	 halopraeferens	 (1987),	A.	 irakense	 (1989),	A.	 doebereinerae	 (2001),	A.	 oryzae,	A.	 zeae,	 A.	

candense	(2005),	A	melinis	(2006),	A.	rugosum	(2008)	A.	palatum,	A.	picis	(2009)	A.	thiophilum	(2010),	A.	

formosense,	A.	humicireducens	y	A.	fermentarium	(2013)	[Reis	et	al.,	2015;	Rodrigues	et	al.,	2015].	

	

Los	genomas	de	las	especies	de	Azospirillum	hasta	ahora	descritos	muestran	múltiples	replicones	con	

tamaños	que	varían	de	4.8-9.7	Mpb	 (los	de	mayor	 tamaño	 tienen	 las	características	de	cromosomas	

bacterianos	 completos;	mientras	 que	 los	más	 pequeños,	 de	 plásmidos),	 los	 cuales	 son	 considerados	

como	elementos	potenciales	de	plasticidad	genotípica,	dado	que	pueden	existir	re-arreglos	espontáneos	

donde	los	replicones	formen	nuevos	megaplásmidos	[Caballero-Mellado	et	al.,	1999;	Martin-Didonet	et	

al.,	2000;	Wisniewski-Dye	et	al.,	2011].		

	

En	 los	genomas	del	género	Azospirillum	 secuenciados,	existe	un	elevado	porcentaje	de	genes	(~50%)	

involucrados	 en	 mecanismos	 de	 defensa,	 biogénesis	 de	 pared	 celular,	 transporte,	 metabolismo	 de	

carbohidratos,	 aminoácidos,	 iones	 inorgánicos	 y	 metabolitos	 secundarios,	 así	 como	 una	 pérdida	 de	

genes	 ancestrales	 propios	 del	 ambiente	 acuático	 de	 las	 proteobacterias	 pertenecientes	 al	 clado	

“hydrobacteria”	que	apoyan	la	hipótesis	de	transición	del	ambiente	acuático	al	terrestre	[Wisniewski-

Dye	et	al.,	2011].	
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Azospirillum	fue	aislado	por	primera	vez	de	suelos	asociados	al	cultivo	de	cereales	como	avena,	maíz,	

sorgo,	mijo	y	arroz,	así	como	de	pastos	(Panicum	máximum,	Cynodon	dactylon);	en	medio	“semi-sólido”	

libre	de	nitrógeno	(malato,	0.5%	como	fuente	de	carbono)	que	favorecía	las	condiciones	microaerofílicas	

y	de	fijación	de	nitrógeno	diatómico	atmosférico	[Day	y	Döbereiner	1976].	Los	asilados	de	este	género	

incrementaban	el	contenido	de	nitrógeno	en	el	medio	llamado	posteriormente	“NFb”	[Döbereiner	et	al.,	

1976].	En	la	actualidad,	éste	y	otros	medios	se	han	utilizado	para	el	aislamiento	e	identificación	de	nuevas	

especies	(Tabla	3.1).	

	

Tabla	3.1	Lista	de	especies	de	Azospirillum	aisladas	utilizando	diferentes	medios	de	cultivo	

Medio	 Azospirillum	 Fuente	de	carbono	 Condiciones	 Referencia	
Semi-sólido	
NFb	 A.lipoferum	 Malato	 pH	6.5-6.8+biotina	 Tarrand	et	al.,	1978	
	 A.brasilense	
	 A.doebereinerae	 Eckert	et	al.,	2001	
	 A.melinis	 Peng	et	al.,	2006	
	 A.formosense	 Lin	et	al.,	2012	
	 A.irakense	 pH	7.0-8.5+0.3%	NaCl	 Khammas	et	al.,	1989	
SM	 A.halopraeferens	 pH	 8.5+1.5%	 NaCl.	

Incubación	a	41°C	
Reinhold	et	al.,	1987	

LGI	 A.amazonense	 Sacarosa	 pH	6.0-6.2	 Baldani	1986	
	 A.melinis	 Peng	et	al.,	2006	
FAM	 A.amazonense	 pH	6.0+NaCl.	100	mg	L-1	 Magalhaes	et	al.,	1983	
M	 A.oryzae	 Malato	 pH	 6.8	 +	 extracto	 de	

levadura	y	NaCl	100	mg	c/u	
Xie	y	Yokota,	2005	

NFG	 A.oryzae	 Glucosa	 pH	7.3+CaCO3	5	g	
M	 A.zeae	 Malato	 pH	7.2-7.4	(sin	biotina)	

A	canadense	
NFb	o	LGI	 A.melinis	 Dependiendo	del	medio	 Peng	et	al.,	2006	
MPSS	 A.thiophilum	 Succinato	de	sodio	 pH	7.5-FeS	 Lavrinenko	et	al.,	2010	
Sólido	
NB/TSA/BHI	 A.rugosum	 Medio	rico	 Agar	nutritivo	

Agar	soya-triptona	
Agar	 infusión	 cerebro-
corazón	

Young	et	al.,	2008	

TYB	 A.palatum	 Extracto	 de	 levadura-
carne-triptona	

Zhou	et	al.,	2009	

TSA	 A.picis	 Agar	soya-triptona	 Lin	et	al.,	2009	
NB	 A.humicireducens	 Agar	nutritivo,pH	7.2	 Zhou	et	al.,	2013	
TSA	 A.fermentarium	 Agar	soya-triptona	 Lin	et	al.,	2013	

Tomada	y	modificada	de	Reis	et	al.,	2015	
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3.2	 Efecto	de	Azospirillum	en	plantas	
	

El	género	Azospirillum	pertenece	a	las	rizobacterias	promotoras	de	crecimiento	en	plantas	(PGPR	por	sus	

siglas	en	 inglés),	capaces	de	afectar	el	rendimiento	de	numerosas	plantas	de	 importancia	ecológica	y	

agronómica	 a	 través	 de	 diferentes	 mecanismos	 como:	 1)	 fijación	 de	 nitrógeno	 atmosférico,	 2)	

producción	 de	 diversas	 fitohormonas	 (auxinas	 (AIA),	 giberelinas,	 citocininas),	 éstas	 últimas	 inducen	

cambios	morfológicos	y	fisiológicos	en	las	raíces,	mejorando	así,	la	absorción	de	agua	y	nutrientes,	y	3)	

control	biológico	(Figura	3.1)	[Bashan	et	al.,	2004;	Bashan	y	de-Bashan,	2010;	Dobbelaere	et	al.,	2001;	

Fibach-Paldi	et	al.,	2012].	

	

Azospirilllum	 fue	aislado	por	primera	vez	de	cereales,	por	 lo	que	 fue	utilizado	para	 la	 inoculación	en	

primera	instancia	de	plantas	como	avena,	trigo,	maíz	y	sorgo.	Sin	embargo	las	cepas	de	Azospirillum	no	

muestran	preferencia	por	plantas	anuales	o	perenes,	cultivos	o	malezas	y	puede	ser	aplicado	a	plantas	

sin	antecedentes	de	Azospirillum	(es	decir,	en	aquellas	plantas	que	no	tienen	una	relación	con	la	bacteria	

reportada),	en	diferentes	tipos	de	suelo	(árido,	semi-árido,	de	montaña)	[Döbereiner	et	al.,	1976;	Bashan	

et	 al.,	 1995;	Martínez-Morales	 et	 al.,	 2003;	 Viviene	 et	 al.,	 2004;	 Joe	 et	 al.,	 2012;	 Sivasakthivelan	 y	

Saranraj,	2013];	por	lo	que	se	le	considera	una	bacteria	planta-inespecífica	y	un	colonizador	generalista	

de	raíces	[Fages,	1992;	Barassi	et	al.,	2007,	Mehraz,	2015].	

	

Otras	 características	 que	 posicionan	 a	 Azospirillum	 como	 una	 PGPR	 muy	 prometedora	 son:	 su	 alta	

competitividad	 en	 la	 rizósfera	 para	 colonizar	 de	 manera	 eficiente,	 la	 compatibilidad	 con	 otras	

rizobacterias,	tener	un	amplio	espectro	de	acción	(Figura	3.1),	es	de	fácil	multiplicación	y	segura	para	el	

ambiente.	Por	ello,	es	que	ha	sido	utilizada	como	inoculante	de	elección	a	nivel	comercial,	sóla	o	con	

otras	PGPR	así	como	micorrizas	arbusculares	vesiculares	[Miché	et	al.,	2000;	2002;	Yasuda	et	al.,	2009;	

Bashan	et	al.,	2004;	Fibach-Paldi,	2012;	Reddy,	2013,	Perez-	Montano	et	al.,	2014;	Mehnaz,	2015].	

	

En	el	presente	trabajo	nos	enfocaremos	a	trabajar	con	dos	cepas	de	A.	brasilense,	una	de	las	especies	

más	estudiadas	de	este	género,	al	ser	de	las	primeras	en	ser	aisladas	y	descritas	por	Tarrand	en	1978	

[Tarrand	et	al.,	1978].	Las	cepas	Start	y	Calf	de	A.	brasilense	fueron	aisaldas	en	México	y	decritas	por	el	

Dr.	Jesús	Caballero-Mellado	(CCG-UNAM).	
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Figura	 3.1	Mecanismos	 por	 los	 cuales	Azospirillum	 puede	mejorar	 el	 crecimiento	 en	 plantas	

(tomada	y	modificada	de	Bashan	y	de-Bashan,	2010).	

Los	círculos	representan	procesos	demostrados	experimentalmente	y	los	cuadrados	teorías.	El	tamaño	del	

círculo	representa	la	importancia	relativa	de	acuerdo	a	los	datos	actuales.	Las	flechas	sólidas:	mecanismos	

que	promueven	directamente	el	crecimiento	en	planta.	Las	flechas	punteadas:	mecanismos	que	explican	

parcialmente	 el	 efecto	 promotor.	 Las	 flechas	 sencillas:	 interacciones	 probadas	 entre	 diferentes	

mecanismos.	 Las	 flechas	 en	 doble	 línea:	 producción	 directa	 de	 moléculas	 o	 procesos	 por	 las	 células	

bacterianas.	El	signo	de	interrogación	(?):	vías	parcialmente	probadas	o	no	probadas	al	momento.	

	

3.3	 Producción	y	degradación	de	Poli-3-hidroxibutirato	(PHB)	
	

El	poli-D(-)3-hidroxibutirato	(PHB),	es	un	polímero	que	se	almacena	como	material	de	reserva	en	forma	

de	cuerpos	de	inclusión	(Figura	3.2)	en	algunas	bacterias	bajo	condiciones	de	limitación	de	O2,	N,	PO3-
4,	

ó	SO2-
4,	pero	siempre	en	exceso	de	alguna	fuente	de	carbono	[Manna	et	al.,	1997].	La	producción	de	PHB	
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en	A.	brasilense	fue	reportada	por	primera	vez	en	1976,	en	la	cepa	Sp7	crecida	con	N2,	donde	se	obtuvo	

hasta	el	30%	del	peso	seco;	mientras	que,	con	NH+
4,	el	PHB	representaba	menos	del	1%	del	peso	seco	

[Okon	et	 al.,	 1976]	 y	 hasta	 el	 12%	en	 condiciones	microaerobias	 [Nur	et	 al.,	 1982].	 Sin	 embargo,	 la	

máxima	 concentración	 (75%	 del	 peso	 seco)	 se	 obtuvo	 en	 el	 medio	 bajo	 condiciones	 de	 fijación	 de	

nitrógeno	(en	ausencia	de	NH4Cl)	en	la	cepa	de	A.	brasilense	Cd	[Tal	y	Okon,	1985].		

	
Figura	3.2	Gránulos	de	PHB	en	Azopirillum	brasilense	SP7	crecidas	en	un	relación	alta	(4:25)	de	

C:N.	La	flecha	señala	a	los	gránulos	de	PHB	vistos	en	microscopio	electrónico	de	transmisión	(tomada	de	

Kadouri	et	al.	2002).	

	

La	vía	de	síntesis	de	PHB	en	A.	brasilense	parece	ser	la	misma	que	se	describió	para	Ralstonia	eutropha	

[Kadouri	et	al.,	2002].	Esta	vía	(Figura	3.3)	comienza	con	la	condensación	de	dos	moléculas	de	acetil-CoA,	

catalizada	por	 la	β-cetotiolasa	(codificada	por	phbA),	una	reductasa	de	acetoacil-CoA	dependiente	de	

NADPH	(codificada	por	phbB)	cataliza	la	conversión	de	acetoacil-CoA	(en	una	reacción	reversible)	a	β-

hidroxibutiril-CoA,	que	es	polimerizado	por	la	PHB	sintasa	(codificada	por	phbC).	A	diferencia	de	otros	

procariontes	 productores	 de	 PHB,	 A.	 brasilense	 no	 produce	 co-polímeros	 de	 hidroxialcanoatos,	

únicamente	homopolímeros	[Itzingsohn	et	al.,	1995].	

	

El	PHB	es	degradado	por	la	depolimerasa	intracelular:	phaZ,	se	hidroliza	en	oligómeros	3HB,	los	cuales	

son	oxidados	por	la	3HB	deshidrogenasa	(BDH).	El	acetoacetato	resultante	es	convertido	a	acetoacetil-

coenzima	A	 por	 la	 acetoacetil-CoA	 sintetasa	 o	 la	 enzima	 succinil	 CoA	 transferasa.	 Cada	molécula	 de	

acetoacetil-CoA	es	transformada	para	dar	lugar	a	dos	moléculas	de	acetil-CoA	mediante	la	acción	de	la	

enzima	 β-cetotiolasa.	 Las	 moléculas	 de	 acetil-CoA	 son	 metabolizadas	 vía	 el	 Ciclo	 de	 los	 Ácidos	
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Tricarboxílicos	(TCA)	o	por	la	vía	del	glioxilato,	así	como	para	síntesis	de	algunos	aminoácidos	(ver	Figura	

3.3	)[McCool	y	Cannon,	1999;	Shiraki	et	al.,	2006].	

	

	
Figura	3.3	Ruta	metabólica	de	PHB	en	bacterias	acumuladoras	de	PHB	(tomada	y	modificada	de		

Shiraki	et	al.,	2006).	

	

La	producción	y	degradación	de	PHB	en	A.	brasilense	es	relevante	para	mejorar	la	vida	de	anaquel,	la	

eficiencia	y	confiabilidad	en	los	inóculos	comerciales	por	las	siguientes	razones:	

a) Vida	de	anaquel:	Las	bacterias	que	contienen	altos	niveles	de	PHB	sobreviven	y	proliferan	en	

mayor	medida	que	aquellas	con	bajos	niveles	de	PHB	[Kadouri	et	al.,	2002;	Tal	y	Okon,	1985].	

En	 un	 estudio	 donde	 se	mutó	 el	 gen	 phbC,	 el	 cual	 es	 responsable	 del	 último	 paso	 en	 la	

biosíntesis	 del	 PHB,	 se	 observó	 un	 decremento	 en	 la	 habilidad	 de	 sobrevivencia	 de	 A.	

brasilense	[Kadouri	et	al.,	2002].		

Mutantes	en	la	enzima	PHA	depolimerasa	no	son	capaces	de	tolerar,	sobrevivir	a	diferentes	

condiciones	de	estrés	 como:	 la	 radiación	UV,	 calor,	 choque	osmótico,	desecación	y	estrés	

oxidativo	[Kadouri	et	al.,	2003	y	2005].	
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b) Eficiencia	 y	 confiabilidad:	 La	 acumulación	 de	 polihidroxialcanoatos	 en	 A.	 brasilense	 ha	

mostrado	 estar	 relacionada	 con	 los	 procesos	 de	 quimiotaxis,	 motilidad	 y	 multiplicación	

celular,	características	importantes	para	la	adhesión	y	colonización	de	estas	bacterias	a	las	

raíces	de	plantas	inoculadas	[Kadouri	et	al.,	2005].	

Las	 plantas	 de	 maíz	 y	 trigo	 muestran	 aumento	 en	 el	 rendimiento	 (20-70%)	 de	 manera	

consistente	con	inóculos	ricos	en	polihidroxialcanoatos	[Helman	et	al.,	2011;	Kadouri	et	al.,	

2005;	Dobbelaere	et	al.,	2001].	

	

3.4	 Agregación	celular	
 
La	agregación	celular	puede	ser	definida	como	el	 conjunto	de	células	que	se	asocian	para	 tener	una	

conformación	estable,	lo	cual	ocurre	bajo	ciertas	condiciones	fisiológicas.	Existen	palabras	sinónimas	en	

la	 literatura	como	aglomeración,	aglutinación,	agrupamiento,	 coagulación,	 cohesión	y	 floculación.	En	

general,	 la	 agregación	 celular	 involucra	 polímeros	 naturales	 en	 complejos	 de	 polisacáridos	 y	

poliaminoácidos	que	son	secretados	o	expuestos	a	la	superficie	celular	[Burdman	et	al.,	2000;	Vanbleu	

et	al.,	2004].	

	

Azospirillum	 puede	 formar	 quistes	 con	 tiempos	 de	 vida	 largos	 cuando	 existe	 limitación	 de	 algún(os)	

nutriente(s)	 de	 manera	 persistente	 y	 pueden	 retomar	 la	 forma	 vegetativa	 cuando	 las	 condiciones	

favorables	regresan	[Castellanos	et	al.,	2000].	En	bacterias	rizosféricas	como	Azotobacter	vinelandii,	la	

formación	de	quistes	se	encuentra	asociada	a	la	acumulación	de	PHB	[Segura	et	al.,	2003].	

	

Se	han	observado	exopolisacáridos	(EPS)	y	polisacáridos	capsulares	(CPS),	los	cuales	revelan	la	presencia	

de	 glucosa,	 galactosa,	 ramnosa,	 fucosa,	 xilosa,	 arabinosa,	 ácido	 galacturonico,	 glucosamina,	

galactosamina	y	lectinas	en	los	flóculos	de	A.	brasilense	[Alenkina	et	al.,	2014;	Burdman	et	al.,	2000].	

Mutantes	de	A.	brasilense	que	carecen	de	estos	polisacáridos	pierden	la	habilidad	de	anclarse	a	las	raíces	

así	 como	de	 agregarse	 (Figura	3.4)	 [Martínez-Morales	et	 al.	 2014;	Dutta	 y	 Podile,	 2010;	 Sadasivan	 y	

Neyra,	1987;	Michiels	et	al.,	1991].		
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Figura	3.4	Proceso	de	adhesión	de	Azospirillum	a	las	raíces	de	las	plantas	(tomada	y	modificada	

de	Guerreo-Molina	et	al.,	2012).	Azospirillum	muestra	quimiotaxis	a	diferentes	exudados	de	las	raíces	

tales	como	aminoácidos,	ácidos	orgánicos,	azúcares	y	compuestos	aromáticos,	lo	cual	es	el	primer	paso	

en	la	colonización	en	donde	los	poliscáridos	capsulares	toman	un	papel	relevante	en	la	adhesión.		

	

La	floculación	en	A.	brasilense	puede	ser	inducida	por	fuentes	de	carbono	presentes	en	el	medio	tales	

como	fructosa,	gluconato,	PHB	y	ácido	málico.	El	proceso	de	agregación	generalmente	se	acompaña	de	

la	 producción	 de	 una	 cápsula,	 enquistamiento,	 acumulación	 de	 PHB,	 pérdida	 de	 la	 motilidad	 y	

frecuentemente	se	ha	asociado	a	pigmentos	del	tipo	melánico	(Figura	3.5)	 [Sadasivan	y	Neyra,	1987;	

Burdman	et	al.,	1998].		

	

La	relación	C:N	en	el	medio	está	relacionada	con	la	capacidad	de	agregación;	si	la	bacteria	es	cultivada	

en	un	medio	alto	en	la	relación	C:	N	(p	ej:	37	mM	de	fructosa	y	4	mM	NH4Cl)	se	acumula	PHB	durante	la	

floculación	a	diferencia	de	un	medio	bajo	en	la	relación	C:N	(37	mM	de	fructosa	y	18	mM	NH4Cl)	donde	

no	 se	 observan	 agregados	 celulares.	 Sin	 embargo,	 ésta	 relación	 C:N,	 no	 afecta	 la	 capacidad	 de	

crecimiento,	al	menos	eso	demuestra	un	estudio	realizado	en	cuatro	cepas	de	A.	brasilense	con	diferente	

capacidad	de	agregación	pero	no	en	crecimiento	[Burdman	et	al.,	1998;	Sun	et	al.,	2000].	
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Figura	 3.5	 Ultraestructuras	 de	 los	 quistes	 de	 A.	 brasilense	 en	 microscopio	 electrónico	 de	

transmisión.	(A)	Célula	vegetativa,	(B)	Quiste	con	gránulos	de	PHB	y	cápsula	de	polisacáridos,	(C)	Quiste	

con	gránulos	pigmentados	tipo	melanina	y	(D)	Aumento	óptico	de	quiste	maduro	que	muestra	el	cuerpo	

central	(cb),	capa	interna	(in)	y	cápsula	externa	(oc)	(tomada	de	Sadasivan	y	Neyra	1987).	

	

A	 pesar	 de	 que	 en	 los	 últimos	 años	 se	 han	 acumulado	 evidencias	 que	 indican	 que	 los	 EPS	 están	

relacionados	con	el	anclaje	a	 las	raíces	y	 la	agregación	[Martínez-Morales	et	al.	2014;	Dutta	y	Podile,	

2010],	 estos	 fenómenos	 siguen	 sin	 ser	 explicados,	 ya	 que	 se	 relacionan	 con	 la	 complejidad	 de	 la	

superficie	celular	y	sus	interacciones,	así	como	con	los	procesos	de	adhesión	que	generan	las	diferentes	

cepas,	las	condiciones	de	cultivo,	la	edad	del	cultivo,	entre	otros.	

	

3.5	 Crecimiento	de	A.	brasilense	
	
“Azospirillum	brasilense	muestra	una	variabilidad	morfológica	y	de	metabolismo	dependiendo	del	medio	

de	 cultivo	 y	 las	 condiciones	 de	 crecimiento,	 por	 lo	 que	 la	 selección	 de	 ambas	 es	 importante”….	

“…Probablemente	no	existe	una	única	manera	de	crecer	a	todas	las	cepas	de	A.	brasilense”	[Albrecht	y	

Okon,	1980].	
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Fuentes	de	carbono	

A.	brasilense,	a	diferencia	de	A.	lipoferum,	carece	del	shunt	de	hexosas	monofosfato	(específicamente	

de	 fosfogluconato	 deshidrogenasa)	 y	 de	 enzimas	 principales	 como	 glucocinasa	 y	 glucosa	

deshidrogenasa,	 lo	cual	explica	porque	no	puede	utilizar	glucosa,	manosa,	sorbosa	y	sacarosa	(Figura	

3.6)	como	únicas	fuentes	de	carbono	o	lo	hace	de	manera	deficiente	[Westby	et	al.,	1983].	

	 	

A	 pesar	 de	 que	 A.	 brasilense	 carece	 de	 las	 enzimas	 catabólicas	 (p	 ej:	 6-fosfofructocinasa)	 de	 la	 vía	

Embden-Meyerhof-Parnas,	mantiene	todas	las	enzimas	anfibólicas	triosa-fosfato	que	explican	el	buen	

crecimiento	presentado	con	ácidos	orgánicos	como	malato,	succinato,	lactato	y	piruvato	[Westby	et	al.,	

1983;	Martínez-Drets	et	al.,	1984;	del	Gallo	y	Fendrik	1994].		

	

Las	enzimas	lactato	y	malato	deshidrogenasa	son	esencialmente	importantes	para	el	crecimiento	de	A.	

brasilense,	debido	a	los	niveles	presentados	durante	el	cultivo	e	inducidas	independientemente	de	las	

fuentes	de	carbono	presentes,	lo	cual	se	traduce	en	menores	tiempos	de	generación	cuando	se	utiliza	

DL-ácido	málico	(3.0	h)	ó	DL-lácido	láctico	(2.9	h)	como	fuente	de	carbono	en	comparación	a	otros	ácidos	

(p	ej:	D-gluconato	(5.2	h)).	Esta	afinidad	puede	ser	explicada	en	el	caso	del	ácido	málico	debido	a	que	es	

el	principal	ácido	encontrado	en	los	exudados	de	las	raíces	de	diversas	especies	de	plantas,	seguido	de	

los	ácidos	succínico,	fumárico,	cítrico	y	oxálico	[Del	Gallo	y	Fendrik,	1994].		

	

Por	 lo	anterior,	el	medio	mineral	NFb	“libre	de	nitrógeno”	con	malato	de	sodio	o	succinato	de	sodio	

como	fuente	de	carbono,	ha	sido	el	más	utilizado	para	los	cultivos	de	Azospirillum	[Bashan	et	al.,	2004;	

Westby	et	al.,	1983].	En	cinéticas	de	crecimiento	donde	se	ha	realizado	el	seguimiento	del	consumo	de	

DL-malato,	se	ha	reportado	que	sólo	la	forma	L-malato	es	consumida	por	Azospirillum	y	en	algunos	casos	

se	opta	por	realizar	los	cultivos	únicamente	con	este	isómero	[Fallik	y	Okon,	1996;	Okon,	2005].		

	

La	asimilación	de	gluconato	en	A.brasilense	se	realiza	principalmente	por	la	vía	Entner	Doudoroff	al	igual	

que	otras	bacterias	en	la	rizósfera	como	Pseudomonas	y	Rhizobium	[Heath	y	Gaudy,	1978;	Keele	et	al.,	

1970].	 El	 acetato	 puede	 dar	 crecimiento	moderado,	 pero	 con	 citrato,	 α-cetoglutarato,	 oxalactetato,	

fumarato	e	isocitrato	el	crecimiento	es	deficiente	[Martínez-Drets	et	al.,	1984].		
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Figura	3.6	Metabolismo	de	carbono	de	A.	brasilense		

Las	 enzimas	 se	 encuentran	 numeradas	 de	 la	 siguiente	 manera:	 1,	 glucocinasa;	 2,	 gluconate	 2-

deshidrogenasa;	 3,	 fosfogluconato	 deshidratasa;	 4,	 fosfo-2-ceto-3-desoxiglucoanto	 aldolasa;	 5,	

fosfogluconato	 deshidrogenasa;	 6,	 glucosa-6-fosfato	 deshidrogenasa;	 7,	 gliceraldehido-fosfato	

deshidrogenasa;	 8,	 gliceraldehido-fosfato	 deshidrogenasa	 (NADP+);	 9,	 fosfoglicerato	 cinasa;	 10,	

fosfoglicerato	 mutasa;	 11,	 enolasa;	 12,	 piruvato	 cinasa;	 13,	 fructosa-bifosfato	 aldolasa;	 14,	 fructosa	

bifosfatasa;	 15,	 6-fosfofructocinasa;	 16,	 glucosa-fosfato	 isomerasa;	 17,	 glucocinasa;	 18,	 glucosa	

deshidrogenasa;	19,	glicerolcinasa;	20,	 lactato	deshidrogenasa;	21,	malato	deshidrogenasa.	 Las	 flechas	

punteadas	corresponden	a	 reacciones	 faltantes	en	esta	bacteria	o	que	son	detectadas	en	niveles	muy	

bajos	en	extractos	(tomada	y	modificada	de	Westby	et	al.,	1983).	

	

Durante	 un	 estudio	 previo	 realizado	 en	 el	 laboratorio	 con	 las	 cepas	 de	A.	 brasilense:	Start	 y	 Calf	 se	

observó	mayor	densidad	óptica	en	medio	NFb	mod	(NH4Cl	como	fuente	de	nitrógeno)	con	DL-malato	

como	 fuente	de	carbono	 llegando	a	2.337	y	2.016	DO600nm	 respectivamente,	en	cambio	con	glucosa,	

fructosa	y	sacarosa	se	alcanzaron	0.49,	0.56	y	0.288	DO600nm	para	Start	y	0.258,	1.294	y	0.159	para	Calf	

[Acevedo,	E.	datos	no	publicados].	
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Nitrógeno	

	

Azospirillum	utiliza	una	gran	variedad	de	fuentes	de	nitrógeno	las	cuales	incluyen	N2,	NO3
-,	extracto	de	

levadura,	 peptona,	 casaminoácidos	 y	NH4Cl.	 Cuando	 se	 utiliza	 amonio	 en	medio	 líquido	 como	única	

fuente	de	nitrógeno	se	puede	obtener	un	tiempo	de	generación	de	aproximadamente	1	h,	pero	con	una	

pobre	acumulación	de	PHB	(menos	del	1%	de	peso	seco)	[Albretch	y	Okon,	1980;	Fallik	y	Okon,	1996].	Si	

se	utiliza	N2	como	única	fuente,	se	necesita	mantener	entre	0.1226-0.3271	mmolO2/L	[	Albretch	y	Okon,	

1980]	,	debido	a	la	sensibilidad	del	complejo	nitrogenasa	al	oxígeno	[Kamnev	et	al.,	2008].	Sin	embargo,	

si	 se	 agrega	 otra	 fuente	 de	 nitrógeno	 al	medio,	 es	 posible	mantener	 el	 crecimiento	 en	 condiciones	

aerobias.	La	adición	de	pequeñas	cantidades	de	extracto	de	levadura	(0.005%	(p/v))	pueden	acortar	la	

fase	lag	sin	afectar	la	tasa	de	crecimiento,	ni	reprimir	el	complejo	de	nitrogenasa,	lo	cual	puede	ocurrir	

si	se	agregan	cantidades	considerables	de	otra	fuente	de	nitrógeno	(p.	ej,	0.25%	(p/v)	de	NH4Cl)	[Albrecht	

y	Okon,	1980].	

	

Cuando	Azospirillum	 crece	en	presencia	de	N2	produce	altos	niveles	de	poli-β-hidroxibutarato	 (PHB),	

hasta	70%	del	peso	seco,	el	cual	le	ayuda	a	resistir	a	la	desecación,	estrés	causado	por	la	radiación	UV,	

presión	y	choque	osmótico	(se	propone	que	puede	existir	una	cascada	de	señalización	parecida	a	la	que	

ocurre	 en	 Pseudomonas)	 [Ruiz	 et	 al.,	 2001],	 al	 incrementarse	 los	 niveles	 de	 ppGpp	 (guanosina	

tetrafosfato)	que	inducen	la	expresión	del	gen	rpoS,	factor	transcripcional	involucrado	en	la	activación	

de	 genes	 relacionados	 con	 la	 protección	 a	 agentes	 nocivos	 como	 etanol,	 agua	 oxígenada,	 altas	

temperaturas	y	concentraciones	de	sal)	así	como	reserva	de	carbono	[Tal	y	Okon,	1985;	Kadouri	et	al.,	

2003].		

	

El	crecimiento	de	Azospirillum	dependiente	de	N2	es	pobre	o	inexistente	bajo	condiciones	de	limitación	

(<0.1226	mmolO2/L)	o	exceso	en	la	concentración	de	oxígeno	disuelto.	En	estas	condiciones	la	velocidad	

de	crecimiento	decae	(pasa	de	1-2	hr	hasta	5-6	hr	de	replicación)	y	el	almacenamiento	de	carbono	en	

forma	de	PHB	incrementa	[Albrecht	y	Okon,	1980].	

	

La	demanda	energética	que	implica	el	proceso	de	fijación	de	N2	explica	por	qué	Azospirillum	crece	de	

manera	 más	 lenta	 si	 el	 medio	 carece	 de	 una	 fuente	 de	 nitrógeno	 a	 diferencia	 de	 un	 medio	

nutricionalmente	rico	[Bashan	et	al.,	2004].	
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Oxígeno	y	Agitación	

	

A.	brasilense	es	una	bacteria	microaerofílica	y	aerotáctica	que	se	sitúa	en	zonas	de	baja	concentración	

de	oxígeno	dentro	del	gradiente	rizosférico.	El	rango	óptimo	de	oxígeno	que	favorece	su	crecimiento	es	

de	3-5	µM,	lo	cual	corresponde	de	1.2%	a	2%	TOD	(tensión	de	oxígeno	disuelto)	[Kamnev	et	al.,	2008;	

Zhulin	 et	 al.,	 1996].	 Dentro	 de	 una	 suspensión	 con	 gradiente	 espacial	 de	 oxígeno	 formado	 por	 una	

burbuja	de	aire,	 la	bacteria	migra	 formando	una	banda,	 la	cual	es	considerada	como	resultado	de	 la	

acción	 dual	 del	 oxígeno	 como	 atrayente	 y	 repelente	 [Grishanin	 et	 al.,	 1991].	 Se	 ha	 sugerido	 que	 el	

reconocimiento	de	oxígeno	en	aerotaxis	puede	ocurrir	por	vía	del	estado	redox	de	citocromo	o,	una	de	

las	oxidasas	terminales	[Shioi	et	al.,	1987].	

	

La	producción	de	ácido	indol	acético	(AIA)	así	como	la	fijación	de	nitrógeno,	son	dos	aspectos	relevantes	

en	la	funcionalidad	de	Azospirillum	como	biofertilizante.	Sin	embargo,	son	afectadas	por	la	cantidad	de	

oxígeno	 presente	 en	 el	 ambiente.	 La	 vía	 de	 síntesis	 de	 AIA	 se	 ve	 fuertemente	 disminuida	 cuando	

Azospirillum	es	cultivada	en	condiciones	aerobias	(30%	TOD),	aunado	a	un	mayor	tiempo	de	cultivo	(sin	

afectarse	significativamente	la	cantidad	de	biomasa),	a	diferencia	de	una	condición	microaerofílica	(3%	

TOD),	 donde	 la	 expresión	 del	 gen	 ipdC	 (indol-3-piruvato	 descarboxilasa),	 enzima	 esencial	 en	 la	

producción	de	esta	fitohormona,	se	ve	favorecida	[Ona	et	al.,	2005;	Okon	et	al.,	1991].	

	

La	 velocidad	 de	 crecimiento	 también	 se	 ve	 limitada	 por	 la	 habilidad	 de	 fijar	 nitrógeno;	 lo	 cual	 está	

fuertemente	influenciado	por	la	cantidad	de	oxígeno	en	el	ambiente	[Zhulin	et	al.,	1996].	A	diferencia	de	

otros	microorganismos	que	han	adquirido	durante	la	evolución	mecanismos	que	les	permiten	proteger	

la	 actividad	 nitrogenasa	 en	 presencia	 de	 oxígeno,	 en	 Azospirillum	 esta	 enzima	 es	 inhibida	

irreversiblemente,	bloqueando	así	la	fijación	de	nitrógeno	[Kamnev	et	al.,	2008].	

	

El	exceso	de	oxígeno	en	el	cultivo	de	A.	brasilense	es	considerado	como	un	factor	estresante	[Fages,	

1992;	Kamnev	et	al.,	2008].	Sin	embargo,	A.	lipoferum	puede	tolerar	y	crecer	de	manera	aerobia	cuando	

se	suplementa	el	medio	con	NH4Cl	[Albretch	y	Okon,	1980],	no	así	en	las	especies	de	A.	brasilense	,	donde	

el	efecto	de	aumentar	la	cantidad	de	oxígeno	disuelto	reduce	hasta	en	30%	el	crecimiento	cuando	pasa	

de	0.489-0.684	mmol	O2	L-1	(medio	NFb)[Didonet	y	Magalhaes,	1997].		
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La	agitación	ha	sido	un	parámetro	utilizado	para	desagregar	los	flóculos	formados	durante	el	crecimiento	

en	A.	brasilense,	Bashan	y	colaboradores	mostraron	que	si	se	aumenta	la	agitación	de	40rpm	a	180	rpm	

es	posible	incrementar	el	crecimiento	de	A.brasilense	Cd	(de	2	x	107	a	4	x	108	UFC	g1),	con	la	consecuencia	

de	células	menos	adherentes	(29.2	a	9.8%)	[Bashan	et	al.	1991].	En	A.	lipoferum	se	desarrollaron	cultivos	

en	lote	de	2L	a	32°C,	con	una	turbina	tipo	Rushton	variando	la	agitación	inicial	de	los	cultivos	desde	200	

hasta	800	rpm	pasando	por	350,	400	y	500	rpm,	en	donde	confirmaron	el	efecto	nocivo	(limitación	de	

crecimiento	y	prolongada	fase	lag)	de	altos	niveles	de	oxígeno	disuelto	(arriba	de	80%	de	saturación)		y	

la	 influencia	 favorable	 de	 concentraciones	 bajas	 de	 saturación	 (por	 debajo	 del	 30%	 de	 saturación),	

concluyendo	que	 la	concentración	de	oxígeno	disuelto	necesita	 ser	considerado	como	un	parámetro	

operativo	y	debe	ser	controlado	para	asegurar	el	crecimiento	óptimo		de	las	células	de	Azospirillum	[Paul	

et	al.,	1990].	

	

pH	y	temperatura	

	

Azospirillum	crece	a	pH	cercanos	a	la	neutralidad	(6.8-7.8).	Los	cultivos	que	generalmente	comienzan	a	

pH	7.0	alcanzan	un	pH	de	7.8	una	vez	que	crecen;	sobre	este	valor	el	crecimiento	y	 la	 fijación	de	N2	

decaen.	Existe	muy	poco	crecimiento	por	debajo	de	5.5	o	por	encima	de	8.7.	Cuando	se	administran	

ácidos	orgánicos,	el	pH	incrementa	rápidamente,	lo	cual	se	puede	solucionar	agregando	10	mg	mL-1	de	

sales	de	 fosfato	como	amortiguador,	a	concentraciones	más	altas	este	compuesto	 resulta	 inhibitorio	

[Albrecht	y	Okon,	1980].	

	

La	 temperatura	 óptima	 de	 crecimiento	 observada	 para	 Azospirillum	 se	 encuentra	 entre	 32	 y	 35°C,	

aunque	 crece	 en	 un	 intervalo	 de	 4-40°C	 [Albrecht	 y	 Okon,	 1980].	 Para	 la	 actividad	 de	 la	 enzima	

nitrogenasa,	la	temperatura	óptima	de	funcionamiento	se	encuentra	entre	33°C	y	40°C,	temperaturas	

por	encima	de	los	40°C	o	por	debajo	de	33°C,	comienzan	a	tener	efectos	negativos	en	la	actividad	y	en	

45°C	ó	10°C	resultan	temperaturas	donde	ya	no	existe	actividad	de	ésta	enzima	[Albrecht	y	Okon,	1980].	
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3.6	 Azospirillum	como	inoculante	
	

Los	 biofertilizantes	 son	 microorganismos	 vivos	 o	 latentes	 que	 pueden	 ejercer	 una	 o	 varias	 de	 las	

siguientes	 características:	mejorar	 la	 fertilidad	 del	 suelo	 al	movilizar	 los	 elementos	 químicos	 que	 se	

encuentran	fijados	en	el	suelo	(p.	ej:	P,	S,	Zn,	K,	Fe,	etc.),	añadir	nutrientes	del	ambiente	al	suelo	(p.	ej.	

nitrógeno	 atmosférico),	 proveer	 hormonas	 de	 crecimiento	 a	 las	 plantas	 e/o	 inducir	mecanismos	 de	

protección	 en	 las	 mismas	 contra	 patógenos.	 Los	 biofertilizantes,	 también	 llamados	 inoculantes,	 se	

producen	tanto	a	pequeña	escala,	en	condiciones	de	laboratorio	o	a	gran	escala	en	fermentaciones	en	

lote	[Rodríguez	y	Fraga,	1999;	Sivasakthivelan	y	Saranraj,	2013].	

	

Uno	de	los	principales	problemas	de	los	inoculantes	es	la	supervivencia	de	los	microorganismos	durante	

el	almacenamiento	(vida	de	anaquel),	la	cual	es	afectada	por	el	medio	de	cultivo,	el	estado	fisiológico	de	

los	microorganismos,	el	proceso	de	deshidratación,	la	temperatura	de	almacenamiento,	entre	otros.	Por	

lo	anterior,	diversos	estudios	se	han	enfocado	a	incrementar	la	vida	de	anaquel,	buscando	cambios	en	

las	formulaciones,	acarreadores,	protectores	celulares,	así	como	una	alta	densidad	celular	[Fages	1992;	

Fallik	y	Okon,	1996;	Sivasakthivelan	y	Saranraj,	2013].		

	

Existen	 diversas	 formulaciones	 con	 densidades	 celulares	 de	 1	 x	 107	 -	 3	 x	 1010	 UFC	mL-1	 del	 género	

Azospirillum,	que	se	utilizan	como	inoculantes	[Okon	e	Itzigsohn,	1995;	Schulz	y	Thelen,	2008;	Trujillo-

Roldan	et	al.,	2013]	en	formulaciones	líquidas	(Tabla	3.3).		

	

Inoculantes	basados	en	sustratos	acarreadores	como	la	turba	(Tabla	3.2)	con	cuenta	inicial	de	109	UFC	g-

1	luego	de	3	meses,	disminuyen	a	107	UFC	g-1	[Okon,	1985;	Morandini,	et	al.	1990]	y	hasta	cuatro	órdenes	

de	magnitud	en	6	meses	[Fallik	y	Okon,	1996].		

	

Los	costos	de	un	acarreador	sólido	para	los	inoculantes	suelen	ser	altos,	debido	a	que	implica	mano	de	

obra,	molienda,	tamizado	y	corrección	de	pH	[Somasegaran	y	Hoben,	1994].	Las	soluciones	líquidas	que	

contengan	alguna	sustancia	que	favorezca	la	sobrevida	de	las	células	antes	de	su	aplicación	en	el	campo	

representan	una	solución	a	estos	problemas.	Para	ello,	se	han	utilizado	diferentes	tipos	de	polímeros	

debido	a	 su	habilidad	de	 limitar	 la	 transferencia	de	calor	y	 sus	propiedades	 reológicas.	Kumaresan	y	

Reetha	en	2011	probaron	 la	 adición	de	 goma	arábica	 (0.3%	p/v),	 polivinil	 pirolidona	 (PVP)	 (2%	p/v),	
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glicerol,	trehalosa	(10	mM),	polietilen-glicol	(PEG	1%	p/v)	y	polivinil-alcohol	(PVA	0.5%	p/v)	en	medio	

NFb	sobre	cultivos	de	A.	brasilense	AZ15.	Observaron	que	la	adición	de	trealosa,	glicerol,	goma	arabica	

y	PVP	permitió	mantener	una	concentración	de	107	cel	mL-1	por	12	meses	partiendo	de	1010	cel	mL-1,	

seguido	de	PEG	por	10	meses	y	PVA	por	9	meses.	Como	control	se	utilizó	la	formulación	sólida	de	lignita,	

la	cual	mantuvo	la	concentración	de	107	cel	mL-1	hasta	los	6	meses	(Tabla	3.2).	

	

Tabla	3.2.	Vida	de	anaquel	en	inoculantes	de	Azospirillum	spp.		

Sustrato	
Concentración	

celular	inicial	

Concentración	

celular	final	

Vida	de	anaquel	

(meses)	
Referencia	

Turba	
109	UFC	mL-1	

109	UFC	gr-1	
107	-108	UFC	mL-1	

107	UFC	gr-1	
3	

Morandini,	et	al.	1990;	

Okon,	1985.	

Vermiculita,	

Basalto	
1010	UFC	mL-1	

107	UFC	mL-1	 1	

Fallik	y	Okon	1996	

Turba	granular	 105-106	UFC	mL-1	 6	

Lignita	

1010	UFC	mL-1	 107	UFC	mL-1	

6	

Kumaresan	y	Reetha,	

2011	

PVA	(0.5%)	 9	

PEG	(1.0%)	 10	

Trehalosa		

PVP	(2.0%)	

Goma	arábica	

Glicerol	

12	

Alginato	 109	UFC	mL-1	 107	UFC	mL-1	 12	 Bashan	et	al.,	2011	

Medio	MSM	

(quistes)	
1010	UFC	mL-1	 108	UFC	mL-1	 14	

Vendan	y	Thangaraju	

2007	

Medio	NFb		 108	UFC	mL-1	 107	UFC	mL-1	 24	
Trujillo-Roldán	et	al.,	

2013	

PVA:	polivinil-alcohol,	PEG:	polietilen-glicol,	PVP:	polivinil-pirrolidina.	
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La	supervivencia	de	los	inoculantes	puede	ser	mejorada	si	se	pone	atención	al	estado	fisiológico	de	las	

células,	 como:	altos	contenidos	de	PHB	 [Kadouri	et	al.,	2002],	 formación	de	quistes-flóculos	 [Okon	e	

Itzigsohn,	1995]	o	en	las	propiedades	de	los	aditivos.	Por	ejemplo,	la	trealosa	ofrece	protección	contra	

la	desecación,	presión	osmótica,	estrés	 térmico,	ayuda	en	 la	estabilización	de	enzimas	y	membranas	

[Kumaresan	y	Reetha,	2001].	

	

A	 pesar	 de	 la	 investigación	 en	 estos	 aditivos,	 existen	 reportes	 donde	 los	 inóculos	 líquidos,	 también	

llamados	“inoculantes	primitivos”	o	“sin	formulación”	(debido	a	que	fueron	los	primeros	en	ser	aplicados	

y	probados)	 [Bashan	y	de	Bashan,	2015]	muestran	ser	cultivos	sin	contaminantes	con	mayor	vida	de	

anaquel	[Trujillo-Roldán,	et	al.	2013],	protección	a	estrés	ambiental	y	eficiencia	en	campo	que	muchas	

formulaciones	con	base	acarreadores	tipo	turba	[Singleton,	et	al.	2002].	

	

La	 formación	 de	 quistes	 en	 Azospirillum,	 como	 se	 mencionó	 previamente,	 es	 otra	 alternativa	 para	

mejorar	 la	vida	de	anaquel	del	 inoculante.	En	2007,	Vendan	y	Thangaraju	realizaron	un	cultivo	de	A.	

lipoferum	 en	 medio	 NFb	 hasta	 alcanzar	 densidades	 ópticas	 de	 1.45,	 que	 correspondian	 a	 una	

concentración	de	109	UFC	mL-1	y	posteriormente	 indujeron	 la	 formación	de	quistes	 (mediante	estrés	

nutricional),	 lavando	las	células	y	colocándolas	en	medio	mínimo	salino	MSM,	fructosa		y	KNO3	como	

fuente	de	carbono	y	nitrógeno	respectivamente.	

	

En	 las	primeras	96	h,	el	100%	de	 las	células	pasaron	del	estado	vegetativo	a	quiste	y	mantuvieron	 la	

concentración	celular	 intacta	hasta	 los	5	meses.	Luego,	ésta	 fue	disminuyendo	a	109	UFC	mL-1	en	un	

período	variable	de	6	hasta	11	meses	y	la	última	medición	realizada	a	los	14	meses	(420	días)	mostró	

una	concentración	final	de	108	UFC	mL-1.	Adicionalmente,	realizaron	el	seguimiento	de	la	cantidad	de	

PHB	en	las	células	en	diferentes	momentos,	mostrando	que	una	vez	que	se	indujó	la	formación	de	quistes	

(pasando	el	cultivo	a	medio	mínimo	MSM)	hubo	una	acumulación	de	PHB	constante	durante	las	primeras	

108	 h	 (hasta	 3.8	 mg	 (PHB)	 g	 CDW-1	 (peso	 seco	 celular))	 y	 luego	 ésta	 fue	 disminuyendo	 [Vendan	 y	

Thangaraju,	2007].			
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3.7	 Cultivos	de	alta	densidad	celular	
	

Los	 cultivos	 de	 alta	 densidad	 celular	 han	 sido	 objeto	 de	 estudio	 en	 la	 investigación	 científica	 y	

tecnológica,	en	específico	con	la	finalidad	de	maximizar	la	productividad	volumétrica	(g	L-1	h-1),	es	decir,	

obtener	la	mayor	cantidad	de	producto	en	un	volumen	y	tiempo	dado	[Riesenberg	y	Guthke,	1999].	La	

demanda	de	oxígeno	en	estos	cultivos	excede	por	mucho	la	capacidad	de	transferencia	de	oxígeno	de	

los	 bioreactores	 convencionales,	 tales	 como	 tanque	 agitado	 y	 columnas	 de	 burbujeo.	 En	 ellos,	 la	

concentración	 de	 oxígeno	 disuelto	 limita	 la	 actividad	 y	 crecimiento	microbiano,	 lo	 cual	 puede	 tener	

efectos,	no	sólo	en	la	disminución	de	la	velocidad	de	producción	y	crecimiento,	sino	en	el	cambio	de	la	

vía	metabólica	que	 lleve	a	 la	disminución	del	 rendimiento	e	 incluso	a	 la	 formación	de	 subproductos	

tóxicos	[Egli	y	Zinn,	2003].		

	

Para	evitar	 la	 limitación	de	oxígeno	y	metabolismo	anaerobio,	 los	cultivos	de	alta	densidad	celular	se	

diseñan	 comúnmente	 como	 procesos	 en	 lote	 alimentado.	 Esta	 estrategia	 supone	 que	 existe	 una	

restricción	al	crecimiento	debido	a	algún	nutriente,	el	cual	se	administra	en	el	bioreactor	en	el	tiempo	

en	que	cesa	el	crecimiento	exponencial.	Una	vez	alcanzada	 la	capacidad	máxima	de	transferencia	de	

oxígeno,	la	tasa	de	alimentación	debe	ser	constante,	por	lo	que	a	alta	concentración	celular	se	obtienen	

velocidades	 de	 crecimiento	 específicas	 muy	 bajas	 y	 el	 tiempo	 de	 fermentación	 se	 prolonga	

considerablemente	[Knoll	et	al.,	2007].	

	

Inicialmente,	los	cultivos	de	alta	densidad	se	establecieron	para	levaduras	(1943)	para	obtener	proteína,	

etanol	 y	 biomasa	 [Shiloach	 y	 Fass,	 2005].	 Posteriormente,	 se	 extendió	 hacia	 otros	microorganismos	

como	Streptomyces	 sp,	 donde	 los	 cultivos	densos	de	 éste	 garantizaban	una	 alta	 productividad	en	 la	

formación	de	antibióticos	 [Riesenberg	y	Guthke,	1999].	 Fue	en	el	organismo	modelo	por	excelencia,	

Escherichia	coli,	donde	combinando	técnicas	de	biología	molecular	e	ingeniería	de	procesos	se	llegó	a	un	

límite	de	hasta	190	g	L-1,	que	corresponde	a	una	densidad	óptica	de	500	unidades	(540nm)	[Fuchs	et	al.,	

2002].	En	este	cultivo	se	utilizó	una	estrategia	de	cultivo	alimentado	con	medios	optimizados,	además	

de	diálisis,	donde	se	retiran	los	componentes	de	bajo	peso	molecular	del	cultivo	que	pueden	inhibir	el	

crecimiento.	
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Algunos	de	los	intentos	previos	por	obtener	cultivos	de	E.	coli	de	alta	densidad	fueron:		

cultivos	alimentados	(con	glucosa	concentrada	en	solución),	sin	retiro	de	componentes,	llegando	a	54	g	

L-1	[Shiloach	y	Bauer,	1975];	104	g	L-1	con	adición	lineal	de	ácido	cítrico	y	glucosa	en	un	medio	definido	

[Riesenberg	et	al,	1991]	y	134	g	L-1	para	cultivos	con	adición	de	glucosa	sólida	en	polvo	[Neidhart	et	al.,	

1974].	Cuando	se	cambió	la	fuente	de	carbono	glucosa	por	glicerol	se	obtuvieron	concentraciones	finales	

de	biomasa	máxima	de	148	g	L-1	[Korz	et	al.,	1995].		

	

Las	estrategias	de	 cultivo	 son	diversas	 y	especiales	para	 cada	organismo	y	el	producto	deseado.	Por	

ejemplo,	para	 la	producción	de	polhidroxialcanoatos	de	cadena	mediana	(PHAMCL)	en	Pseudomonas	

putida	IPT	046		se	propusieron	varios	sistemas	de	alimentación	con	mezclas	equimolares	de	glucosa	y	

fructosa.	 La	 alimentación	 por	 pulsos	 seguida	 de	 alimentación	 constante	 produjo	 una	 concentración	

celular	 de	 32	 g	 L-1	 en	 18	 h	 de	 fermentación,	 con	 alimentación	 exponencial	 30	 g	 L-1	 en	 20	 h	 de	

fermentación,	ambas	con	bajo	 contenido	de	PHAMCL.	Se	 logró	 incrementar	en	15%	el	 contenido	de	

PHAMCL	con	una	alimentación	constante,	obteniendo	35	g	L-1	y	con	la	estrategia	de	limitación	de	NH4
+,	

se	obtuvo	21%	de	PHAMCL	en	34	h	de	operación	y	40	g	L-1,	por	último	se	limitó	el	fosfato,	logrando	una	

concentración	celular	de	50	g	L-1	y	63%	de	PHAMCL	en	42	h	[Cardoso-Diniz	et	al.,	2004].	

	

García	 y	 colaboradores	 (2014)	 desarrollaron	 una	 estrategia	 de	 producción	 de	 PHB	 en	 Azotobacter	

vinelandii	OPNA,	basada	en	una	fermentación	mixta	(en	medio	PY	con	pulsos	de	sucrosa	y	extracto	de	

levadura),	en	cultivos	en	lote	alimentado	con	perfil	exponencial,	en	conjunto	con	mutaciones	en	las	vías	

de	 regulación	 negativas	 de	 síntesis	 de	 PHB	 (PTSNtr	 y	 RsmA-RsmZ/Y),	 a	 una	 TOD	 de	 4%	 constante.	

Consiguiendo	27.3	g	L-1		de	PHB	(concentración	celular	de	37	g	L-1	y	73%	PHB)a	las	60h,	incrementando	

la	producción	en	7	veces	con	respecto	al	cultivo	en	lote.		

3.8	 Azospirillum	en	cultivo	
	

Los	inóculos	de	Azospirillum	se	emplean	en	densidades	de	aproximadamente	2	x	109	UFC	mL-1	[Schulz	y	
Thelen,	 2008]	 con	 la	 finalidad	 de	 que	 al	 menos	 exista	 una	 población	 de	 105-106	 células	 por	 planta	

[Kapulnik	et	al.,	1985;	Arsac	et	al.,	1990].	Existen	algunos	estudios	(Tabla	3.3)	enfocados	al	crecimiento	

y	optimización	en	la	producción	de	biomasa	de	Azospirillum	con	las	siguientes	estrategias:		
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1) Modificación	de	medio	de	cultivo	en	matraces	

Bashan	y	colaboradores	en	2011	modificaron	el	medio	de	cultivo	para	las	cepas	de	Azospirillum	Cd	y	Sp6;	

reemplazando	las	fuentes	de	carbono	tradicionales	(ácido	málico	y	succínico),	por	gluconato	de	sodio	

(presente	en	algunos	exudados	de	raíz)	y	glicerol	(producto	de	la	trans-esterificación	de	lípidos	y	grasas	

utilizado	 en	 el	 cultivo	 de	 Bradyrhizobium).	 Esto	 en	 un	 medio	 complejo	 TYG	 (triptona-extracto	 de	

levadura-glucosa),	 con	 la	 intención	 de	 obtener	 cultivos	 con	 alta	 densidad	 celular	 que	 pudieran	 ser	

utilizados	 como	 inoculantes.	 Se	 lograron	 producir	 entre	 4.5-5	 x	 109	 UFC	 mL-1,	 con	 resultados	 muy	

similares	entre	gluconato	de	sodio	y	glicerol,	sin	aparente	fase	lag	y	con	velocidades	de	crecimiento	entre	

0.47	y	0.49	h-1.	Posteriormente,		después	de	haber	sido	encapsulados	en	camas	de	alginato	como	medio	

de	conservación	durante	un	año,	mantuvieron	su	densidad	en	el	orden	de	107UFC	mL-1		[Bashan	et	al.	

2011].	Algunas	de	las	limitaciones	de	esta	propuesta	es	que	el	medio	tiene	componentes	nutritivos,	tales	

como	 la	 peptona	 y	 extracto	 de	 levadura,	 que	 en	 formulaciones	 líquidas	 (o	 en	 acarreadores)	 y	 bajo	

condiciones	de	anaquel,	corren	el	riesgo	de	contaminarse,	así	como	el	alto	costo	de	estos	compuestos	

comparados	con	el	de	un	medio	mínimo	sintético	[Bashan	et	al.,	2011,	Mutturi	et	al.,	2016].	

	

2) Fuentes	de	carbono	en	mezcla	

Albrecht	y	Okon	(1980)	sugieren	el	cultivo	de	Azospirillum	para	su	uso	como	fertilizante	en	medio	líquido	

en	diferentes	condiciones.	Algunas	de	ellas	son:	a)	condiciones	microaerofílicas	 (0.002-0.008	atm	O2)	

fijando	 N2,	 una	 mezcla	 de	 malato-succinato	 como	 fuente	 de	 carbono,	 pH	 7.8,	 llegando	 a	 una	

concentración	de	6	x	108	células	mL-1,	b)	malato	o	succinato,	NH4Cl,	condiciones	aerobias	(0.2	atm	O2),	

logrando	una	 concentración	de	1	 x	 109	 y	 c)	 condiciones	 aerobias	 (0.2	 atm	O2	 ),	medio	nutritivo	 con	

tripticaseína	de	soya	como	fuente	de	nitrógeno	y	carbono,	pH	de	7.2	obteniendo	1.5	x	109	células	mL-1	

para	cultivos	en	cultivos	en	lote	de	hasta	180	litros.		

	

3) Coeficiente	de	transferencia	de	masa.	

El	oxígeno	es	un	parámetro	importante	que	afecta	el	crecimiento	de	Azospirillum	[Paul	et	al.,	1990],	por	

lo	que	una	estrategia	exitosa	que	ha	llevado	a	la	producción	de	inóculos	comerciales	ha	sido	utilizar	el	

coeficiente	de	transferencia	de	masa,	en	este	caso	oxígeno	(KLa)	como	un	parámetro	de	escalamiento.	

Trujillo-Roldán	y	colaboradores	(2013)	 llegaron	a	densidades	de	3-5-7.5	x	108	UFC	mL-1	en	un	reactor	
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agitado	de	1000	L	(KLa:	31h-1)	para	las	cepas	de	A.	brasilense	Start	y	Calf,	manteniendo	30%	TOD	en	todo	

el	cultivo	con	0.5	vvm	y	agitación,	en	un	medio	NFb	modificado	(con	la	adición	de	0.3	g	L-1	de	extracto	de	

levadura)	mediante	un	análisis	factorial	para	maximizar	el	crecimiento	(modificando	la	relación	carbono-

nitrógeno)	y	pH	controlado	a	7.0	[Trujillo-Roldán	et	al.,	2013].	

	

4) Diferentes	fuentes	de	carbono	y	nitrógeno	en	cultivo	lote	alimentado	

Para	la	producción	de	biomasa	de	Azospirillum	brasilense	ATCC	29729	Cd	en	un	fermentador	de	16	L	

Fallik	y	Okon	(996)	propusieron	un	cultivo	en	lote	alimentado.	Utilizaron	la	siguiente	formulación	en	el	

medio	de	cultivo	(en	g	L-1):	K2HPO4,	3;	KH2PO4,	2;	MgSO4	7H2O,	0.2;	extracto	de	levadura,	0.2;	NaOH,	3.5.	

Se	probaron	varias	fuentes	de	carbono	(malato,	succinato,	fumarato,	glicerol	y	lactato	5	g	L-1)	y	nitrógeno	

(nitrato	de	amonio,	2.0	g	L-1,	acetato	de	amonio	2.0	g	L-1,	amonio	26.5%,	2.6	g	L-1	y	cloruro	de	amonio,	

1.5	g	L-1)	a	35°C	y	oxígeno	disuelto	entre	30-50%,	llegando	a	concentraciones	máximas	de	2.0	±8.5	x	1010	

UFC	mL-1	con	amonio	26.5%	y	ácido	málico,	aunque	con	un	desperdicio	del	50%	de	la	fuente	de	carbono,	

ya	que	sólo	se	consumió	el	isómero	L-malato,	seguido	de	2.4±6.0	x	1010	UFC	mL-1	con	amonio	26.5%	y	

succinato.	Los	autores	observaron	que	el	pH	se	elevaba	y	esto	reducía	el	crecimiento	celular.	Al	final	del	

crecimiento,	se	redujo	el	oxígeno	disuelto	cerca	del	0%,	manteniendo	el	flujo	constante	de	fuente	de	

carbono,	sin	nitrógeno	por	3-4	h,	induciendo	así	la	acumulación	de	PHB.	Se	estimaron	las	cuentas	viables	

por	el	procedimiento	de	número	más	probable	(MPN),	obteniendo	de	1-3	x	1010	UFC	mL-1	en	24-28	h,	

con	una	velocidad	de	replicación	de	0.4	h-1	y	40%	de	acumulación	de	PHB	[Fallik	y	Okon,	1996].	

	

En	 el	 presente	 trabajo	 se	 pretende	 abordar	 algunas	 de	 las	 estrategias	 antes	 mencionadas,	 para	 la	

obtener	la	mayor	cantidad	de	biomasa	viable	de	A.	brasilense	en	particular	de	las	cepas	Start	y	Calf	como	

son,	la	optimización	del	uso	de	fuentes	de	carbono	en	matraces,	evaluación	de	diferentes	condiciones	

de	 aireación,	 así	 como	 estrategias	 de	 cultivo	 en	 lote	 alimentado	 explorando	 diferentes	 perfiles	 de	

alimentación.	Debido	a	que	no	es	posible	realizar	modificaciones	genéticas	en	estos	microorganismos	(a	

falta	 de	 la	 regulación	 en	México),	 este	 trabajo	 busca	 implementar	 un	 proceso	 de	 producción	 en	 un	

reactor	de	columna	de	burbujeo	que	presenta	valores	de	transferencia	de	oxígeno	menores	a	aquellos	

que	 tienen	 los	 reactores	 de	 tanque	 agitado	 (utilizados	 comúnmente	 en	 el	 cultivo	 de	 Azospirillum),	

aprovechando	la	condición	microaerofílica	de	esta	bacteria,	para	así	establecer	un	proceso	eficiente	y	

de	menor	costo	al	actual.	



Tabla	3.3	Cultivos	líquidos	de	Azospirillum	spp.	para	la	generación	de	biomasa	

Biomasa								

UFC	mL
-1	

Medio	

cultivo	
Oxígeno	(atm	ó	TOD%)	 Fuente	de	N	 Fuente	de	C	

pH	

inicial	

Temp	

(°C)	

Agitación	

(rpm)	

Tipo	de	

Cultivo	

Tiempo	de	

cultivo	(h)	

Volumen	

(L)	
Referencia	

6.5	x	10
8	

NFb	

	

Microaerobia	(0.003-

0.008	atm	de	O2)	
N2	 Ac.	málico-

succinico	

7.8	

	 30	 --	

Batch	

--	 --	
Albrecht	y	Okon	

(1980)	1.0	x	10
9	

Aerobia	(0.2	atm	de	O2)	
NH4Cl	

1.5	x	10
9	

Tiptocaseína	de	soya	 7.2	

~2.0-3.0	x	10
9	

AN	

--	

	 	

6.8	

36	 120	 18	 0.12	
Bashan	et	al.	

(2011)	

~1.5-2.5	x	10
9	

OAB	 NH4Cl	 Ac.	málico	

~3.0-4-0	x	10
9
*	 TYG	mod	

Extracto	de	

triptona	y	

levadura	

	

Glucosa	

5.0	x	10	
9
*	

TY+	

GluNA	

Gluconato	

de	Sodio	

~4.0-5.0	x	10
9
	 TY	+Gli	 Glicerol	

3.5-7.5	x10
8	
	 NFb	mod	

0.5	vvm/	control	³30%	

TOD	
NH4Cl	 Ac.	málico		 30	

205	

28	

10		 Trujillo-Roldán	

et	al.	(2013)	52	 1000l	

1.0-3.0	x	10
10	

NFb	 30-50%	TOD	 NH3
+
	26.5%	

Ac.	málico/	

Ac.	succinico	
7.0	 35	 200	 Fed	batch	 28	 16		

Fallik	y	Okon	

(1996)	

	

	



4. HIPÓTESIS	
	

El	cultivo	en	lote	alimentado	de	A.	brasilense	en	columna	de	burbujeo	permitirá	obtener	una	densidad	

celular	 mayor	 que	 la	 obtenida	 en	 cultivos	 en	 lote	 	 (109	 UFC	mL-1),	 ya	 que	 suministrará	 de	manera	

constante	los	nutrientes	necesarios	para	mantener	la	fase	de	crecimiento	exponencial,	permitiendo	así	

obtener	inóculos	adecuados	para	su	uso	como	biofertilizante.	

5.	 OBJETIVOS	
	

5.1	 Objetivo	general	
	
Establecer	 las	 condiciones	 de	 cultivo	 en	 lote	 alimentado	 de	 Azospirillum	 brasilense	 en	 columna	 de	

burbujeo	para	la	obtención	de	cultivos	de	alta	densidad	celular	viables.	

5.2	 Objetivos	específicos	
	
• Evaluar	 el	 crecimiento	 de	 Azospirillum	 brasilense	 en	 matraces,	 utilizando	 fuentes	 de	 carbono	

alternativas	tales	como	ácido	succínico,	gluconato	de	sodio	y	glicerol.	

• Evaluar	en	cultivos	en	lote	en	columna	de	burbujeo,	el	efecto	de	la	tensión	de	oxígeno	disuelto	en	

el	crecimiento	de	Azospirillum	brasilense.	

• Establecer	estrategias	de	cultivo	en	lote	alimentado,	evaluando	diferentes	perfiles	de	alimentación	

(lineal,	escalonado	y	exponencial)	para	lograr	rendimientos	mayores	de	sustrato	y	densidad	celular	

alta	en	cultivos	de	Azospirillum	brasilense.		

• Relacionar	 la	 concentración	 de	 polihidroxibutirato	 (PHB)	 acumulado	 intracelularmente	 por	

Azospirillum	brasilense	y	la	vida	de	anaquel	en	cultivos	con	medio	agotado.		
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6. ESTRATEGIA	EXPERIMENTAL	
	
El	 trabajo	 se	dividió	en	 tres	partes	que	 se	esquematizan	en	 la	 Figura	6.1.	 En	 la	etapa	1	 se	evaluó	el	

crecimiento	 de	 fuentes	 de	 carbono	 alternativas	 al	 medio	 tradicional	 ocupado	 para	 el	 cultivo	 de	 A.	

brasilense,	el	cual	contiene	5	g	L-1	de	ácido	málico	(NFb).	Se	realizaron	cultivos	en	matraces	para	las	cepas	

Start	y	Calf	con	la	formulación	del	medio	NFb,	variando	la	fuente	de	carbono	en	succinato,	gluconato	de	

sodio	ó	glicerol,	todos	en	5	g	L-1	.	

	 	

En	la	segunda	fase	se	realizaron	cultivos	en	lote	en	columnas	de	burbujeo	para	las	cepas	Start	y	Calf	de	

A.	brasilense,	bajo	diferentes	flujos	de	aireación,	para	establecer	aquél	que	favoreciera	el	crecimiento.	

En	ellos	no	se	controló	el	pH,	debido	a	que	en	trabajos	previos	de	este	laboratorio,	en	cultivos	en	reactor	

de	 tanque	 agitado,	 utilizando	diversas	 fuentes	 de	 carbono	 como	glucosa	 y	 frutosa	 además	de	 ácido	

málico,	el	pH	se	mantuvo	dentro	de	los	valores	que	permiten	el	crecimiento	el	crecimiento	(entre	5.5-

8.7	unidades	de	pH)	[Acevedo,	E.	Datos	no	publicados].		

	

En	la	tercer	fase,	se	probaron	diferentes	perfiles	de	alimentación	(lineal,	escalonado	y	exponencial)	en	

cultivo	con	la	mezcla	de	cepas	(Start-Calf	1:1	al	inicio	del	cultivo)	para	determinar	en	cual	se	obtiene	una	

mayor	densidad	celular	y	cuál	de	ellos	favorece	la	producción	de	PHB.	Finalmente,	se	estudió	la	relación	

entre	la	cantidad	de	PHB	acumulado	con	la	vida	de	anaquel.	
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Cultivos	en	matraces

Cultivos	en	lote	CBR

Cultivo	en	lote	alimentado	CBR

Figura	6.1	Determinación	del	crecimiento	celular	y	producción	de	PHB	en	A.	brasilense	

Cepas:	Start	y	Calf		(	por	separado)	
Condiciones	de	cultivo	
Medio	de	cultivo:	NFb	mod	ácido	málico	(control),	ácido	succínico,	gluconato	de	sodio	y	glicerol	(5	g	L-
1)	
Volumen	de	llenado:	100	mL	
Volumen	de	matraz:	500	mL	
Agitación:	150	rpm	
Temperatura:	30°C	
pH:	sin	control	

Cepas:	Start	y	Calf	(por	separado)	
Condiciones	de	cultivo	
Medio	de	cultivo:	NFb	mod	ácido	málico	
Volumen	nominal:	6	L	
Volumen	de	trabajo:	5	L	
Flujo	de	aireación:	0.1,	0.5	y	1.0	vvm	
Temperatura:	30	°C	 	
pH:	sin	control	
 

Cepas:	Start	y	Calf	(en	mezcla	1:1)	
Condiciones	de	cultivo	
Medio	de	cultivo:	NFb	mod	ácido	málico	
Volumen	nominal:	6	L	
Volumen	de	trabajo	5	L	+	500	mL	alimentación	(Medio	NFb	mod	20x)	
Flujo	de	aireación:	0.1	vvm	
Perfiles	de	alimentación:	lineal,	escalonado	(pulsos),	exponencial	
Temperatura:	30°C	
pH:	sin	control	

Consumo	de	fuente	de	carbono:	Kit	enzimático	
Producción	de	PHB:	Método	de	Law	y	Slepecky	modificado	
Vida	de	anaquel:	UFC	mL-1	
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7. MATERIALES	Y	MÉTODOS	
	

7.1	 Cepas	y	medios	de	cultivo	
	
7.1.1	Cepas	

	

Las	cepas	utilizadas	en	este	estudio	de	A.	brasilense	 Start	y	Calf,	originalmente	 fueron	aisladas	en	el	

Centro	de	Ciencias	Genómicas,	UNAM	por	el	Dr.	Jesús	Caballero-Mellado,	las	cuales	se	encuentran	en	

concesión	a	la	empresa	Biofabrica	Siglo	XXI	S.A.	de	C.V.	La	diferencia	entre	las	cepas	está	en	la	capacidad	

de	cada	una	para	crecer	en	diferentes	tipos	de	suelo	[Trujillo-Roldán	et	al.,	2013].	

	

7.1.2	Preservación	de	las	cepas	

	

Los	cultivos	stock	se	mantuvieron	a	temperatura	ambiente	(20°C)	en	cajas	con	medio	NFb/rojo	Congo	

(Tabla	7.1)	solidificado	con	agar	(16	gL-1)	a	pH	6.8	y	se	realizaron	resiembras	cada	mes	para	mantenerlos	

viables.		

	

7.1.3	Medios	de	cultivo	

	

El	medio	utilizado	en	este	trabajo,	fue	el	medio	NFb	mod.	cuya	composición	se	muestra	en	la	Tabla	7.2,	

ajustado	a	pH	de	7.2	con	H2PO4	concentrado	y	esterilizado	a	121°C	durante	20	min	y	15	psi,	y	que	en	el	

resto	del	trabajo	se	menciona	únicamente	como	NFb.	

Se	realizaron	soluciones	stock	(100x)	de	manera	independiente,	para	los	microelementos	como	CaCl2,	

Na2MoO4,	MnSO4,	H3BO4	y	FeSO4.	

	
7.2	 Cultivos	en	matraces	agitados	
	

Los	cultivos	se	realizaron	en	matraces	Erlenmeyer	de	500	mL,	con	100	mL	de	medio	NFb.	En	los	cultivos	

control	 se	 utilizó	 ácido	málico	 como	 fuente	 de	 carbono	 y	 para	 los	 otros	 cultivos,	 se	 utilizaron	 ácido	

succínico,	gluconato	de	sodio	y	glicerol,	todos	en	la	concentración	de	5	g	L-1.	Se	incubaron	a	30°C	y	150	

rpm	(Trujillo-Roldán	et	al.,	2013)	en	una	incubadora	con	agitación	orbital	( 	2.54cm)	modelo	C25	(New	

Brunswick	Scientific)	durante	28	h,	por	triplicado.		
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Tabla	7.1	Composición	medio	NFb/Rojo	Congo	modificado*	

Reactivo	 Concentración	(g	L-1)	

Ácido	málico	 5.0	

K2HPO4	 0.5	

MgSO47H2O	 0.2	

NaCl	 0.1	

KOH	 4.8	

FeCl3	 0.015	

Extracto	de	levadura	 0.3	

Agar	bacteriológico	 16.0	

*	Modificado	en	extracto	de	levadura	por	la	Empresa	Biofabrica	Siglo	XXI.	

	

Tabla	7.2	Composición	del	medio	NFb	modificado*	

Reactivo	 Concentración	(g	L-1)	 Reactivo	 Concentración	(g	L-1)	

Ácido	málico	 5.0	 NaCl	 0.1	

KOH	 4.8	 CaCl2	 0.02	

K2HPO4	 0.5	 FeSO4	 0.015	

NH4Cl	 0.3	 MnSO4	 0.01	

Extracto	de	levadura	 0.3	 H3BO4	 0.01	

MgSO47H2O	 0.2	 Na2MoO4	 0.0025	

*	Modificado	en	extracto	de	levadura	por	la	Empresa	Biofabrica	Siglo	XXI.	

	
7.3	 Cultivos	en	reactor	de	columna	de	burbujeo	(CBR)	de	6.0	L	
	

7.3.1	Cultivos	en	lote	

	

Los	cultivos	se	llevaron	a	cabo	en	columnas	de	burbujeo	de	6	L	de	volumen	nominal	y	5L	volumen	de	

trabajo	de	diseño	propio	 [García	Cabrera,	2012].	Tienen	puertos	para	electrodos	de	oxígeno	disuelto	

(AppliSensTM	 Applikon	 Biotechnology)	 y	 pH	 (AppliSensTM	 Applikon	 Biotechnology),	 así	 como	 uno	 de	

inoculación	y	venteo	(Figura	7.1).	El	aire	es	filtrado	antes	de	entrar	a	la	columna	por	medio	de	un	filtro	



	 40	

de	0.45μm	ingresando	a	través	de	un	difusor	de	vidrio	sinterizado.	La	temperatura	fue	controlada	por	

medio	de	una	mantilla	térmica	de	110	W.		

	

La	columna	fue	sanitizada	con	vapor	por	8	hr	y	el	medio	esterilizado	en	autoclave:	121°C	/20	min	y	15	

psi,	fue	vertido	a	la	columna	por	medio	de	una	bomba.	

	

A	través	de	los	controladores	(ADI	1010	y	ADI	1030,	Applikon	Biotechnology,	USA),	conectados	a	una	

computadora,	se	registraron	los	parámetros	de	pH,	temperatura	y	Tensión	de	Oxíegno	Disuelto	(TOD)	

en	 línea	cada	minuto	para	su	análisis	con	el	programa	BioXpertR	Lite	 (Applikon	Biotechnology,	USA).	

Paralelamente,	se	obtuvieron	datos	de	densidad	óptica	en	espectrofotómetro	(Beckman	DU730,	USA)	

para	 analizar	 el	 crecimiento	 durante	 28	 h	 de	 cultivo,	 tomando	 muestras	 cada	 4	 h.	 Los	 cultivos	 se	

realizaron	a	30°C	por	duplicado	a	0.1,	0.5	y	1.0	vvm,	sin	control	de	pH	para	las	dos	cepas	Start	y	Calf	de	

A.	brasilense	de	manera	independiente.	

	
Figura	7.1	Componentes	de	la	columna	de	burbujeo	6	L	utilizada	en	el	presente	trabajo		

Columna	diseñada	por	el	M.C.	Ramsés	García	Cabrera	[García	Cabrera,	2012]	
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7.3.2	Cultivos	alimentados	en	columna	de	burbujeo	

	

Los	cultivos	alimentados	se	realizaron	en	el	mismo	sistema	de	columna	de	burbujeo	de	6L,	colocando	un	

puerto	de	alimentación	similar	al	de	muestreo,	cerca	del	difusor	para	un	mejor	mezclado.	Se	diseñó	un	

sistema	de	trampa	en	la	parte	inferior	de	la	columna	que	permitió	la	entrada	del	flujo	de	medio(Figura	

6.2).	La	alimentación	del	medio	NFb	20x	se	realizó	con	una	bomba	peristáltica	de	precisión	(MasterflexTM,	

modelo	L/S	Análogica).	Los	flujos	se	prediseñaron	y	se	cambiaron	manualmente	según	el	tipo	de	perfil	

en	evaluación.	El	flujo	 inicial	de	 la	alimentación	fue	de	0.5	(mL	min-1)	en	todos	 los	casos	por	motivos	

operacionales	pero	se	detuvo	la	alimentación	una	vez	vertidos	los	500	mL.	En	los	cultivos	en	mezcla	(1:1	

inicial)	de	las	cepas	de	A.	brasilense	Start	y	Calf	se	añadió	antiespumante	de	silicona	(10%p/v)	de	manera	

manual.	

	
	

Figura	7.2	Esquema	de	 trampeo	y	componentes	del	 sistema	de	alimentación	en	columnas	de	

burbujeo	6	l	

	

En	la	figura	7.3	se	muestran	los	perfiles	de	alimentación	que	se	evaluaron	en	este	trabajo.	En	todos	los	

casos	se	comenzó	la	alimentación	del	medio	de	cultivo	NFb	20x	a	las	12	h,	momento	en	que	el	cultivo	de	

A.	brasilense	se	encontraba	en	fase	exponencial.		
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Figura	7.3	Perfiles	de	alimentación	de	 los	cultivos	en	mezcla	de	A.	brasilense	en	columnas	de	

burbujeo	de	6	L	

	

7.3.3	Perfil	de	alimentación	exponencial	

	

La	alimentación	exponencial,	permite	alargar	 la	 fase	de	exponencial	de	crecimiento,	manteniendo	 la	

velocidad	específica	de	crecimiento	y	suministrando	nutrientes	de	manera	que	no	sean	limitantes	para	

el	microorganismo.	Una	vez	que	se	llega	a	la	fase	exponencial	se	comienza	a	alimentar	el	medio	mediante	

la	siguiente	ecuación:	

!(#) = µ'()(
*+	-.

/

012	

Donde	µ	(h-1)	es	la	velocidad	específica	de	crecimiento,	en	este	caso,	se	tomó	el	30%	de	la	µ	más	baja	

entre	las	cepas	Start	(0.22	h-1)	y	Calf	(0.28	h-1)	de	A.	brasilense,	para	evitar	la	dilución	en	el	cultivo	en	

mezcla	 (1:1	al	 inicio)	XB	 (g	 l-1)	es	 la	 concentración	de	biomasa	al	 inicio	de	 la	alimentación,	V	 (l)	es	el	

volumen	de	medio	en	el	reactor,	So	(g	l-1)	es	la	concentración	de	sustrato	en	la	alimentación,	YX/S	(g	g-1)	

es	el	rendimiento	de	biomasa	en	base	a	sustrato	y	t	(h)	es	tiempo.		

	

Para	el	caso	del	cultivo	en	mezcla	1:1	al	inicio	de	las	cepas	Start	y	Calf	de	A.brasilense,	la	velocidad	de	

crecimiento	fue	de	0.16	h-1		,	XB:	0.5	g/l,	VB:	5.0	l,	So:	100g/l	y	Yx/s:	0.25	(g/g).	Con	esta	información,	se	

realizó	un	esquema	de	alimentación	exponencial	(Tabla	7.3)		
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Tabla	7.3	Esquema	de	alimentación	exponencial	para	el	cultivo	en	mezcla	de	A.	brasilense		

Tiempo	de	
cultivo	
(h)	

Flujo	de	
alimentación	
(mL	min-1)	

Medio	20x	
alimentado	

(mL)	

Volumen	de	llenado	
en	CBR	
(mL)	

12	 0.500	 30.00	 5030.00	
13	 0.591	 35.51	 5065.46	
14	 0.700	 42.00	 5107.46	
15	 0.828	 49.69	 5157.15	
16	 0.979	 58.74	 5215.89	
17	 1.158	 69.48	 5285.37	
18	 1.370	 82.20	 5367.57	
19	 1.621	 97.26	 5464.83	

20.18	 1.918	 35.17	 5550.00	
	

	

7.3.4	Perfil	de	alimentación	escalonado	

	

La	alimentación	con	perfil	escalonado	o	por	pulsos,	inició	a	las	12	horas	de	cultivo,	encontrándose	en	

último	tercio	de	la	fase	exponencial.	El	perfil	consistió	en	alimentar	con	medio	de	cultivo	NFb	20x	hasta		

agotar	los	500	mL,	con	3	pulsos,	el	primero	empezó	en	0.5	mL	min-1	y	se	mantuvo	durante	4	h,	el	siguiente	

pulso	fue	de	1.5	mL	min-1	por	otras	4	h	y	el	tercero	de	3.0	mL	min-1	por	1.11	h	(Tabla	7.4)	

	

Tabla	7.4	Esquema	de	alimentación	escalonado	para	el	cultivo	en	mezcla	de	A.	brasilense	

Tiempo	de	
cultivo	
(h)	

Flujo	de	
alimentación	
(mL	min-1)	

Medio	20x	
alimentado	

(mL)	

Volumen	de	llenado	
en	CBR	
(mL)	

12	 0.50	 30.00	 5030	
13	 0.50	 30.00	 5060	
14	 0.50	 30.00	 5090	
15	 0.50	 30.00	 5120	
16	 1.5	 90.00	 5210	
17	 1.5	 90.00	 5300	
18	 1.5	 90.00	 5390	
19	 1.5	 90.00	 5480	

20.11	 3.0	 115.08	 5500	
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7.3.5	Perfil	de	alimentación	lineal	

	

El	esquema	de	alimentación	lineal	comenzó	a	alimentar	el	medio	NFB	20X	con	el	flujo	de	0.5mL	min-1	y	

fue	incrementando	linealmente	en	0.1	mL	min-1		cada	hora	como	se	presenta	en	la	Tabla	7.5	

	

Tabla	7.5	Esquema	de	alimentación	lineal	para	el	cultivo	en	mezcla	de	A.	brasilense	

Tiempo	de	
cultivo	
(h)	

Flujo	de	
alimentación	
(mL	min-1)	

Medio	20x	
alimentado	

(mL)	

Volumen	de	llenado	
en	CBR	
(mL)	

12	 0.5	 30.00	 5030	
13	 0.6	 36.00	 5066	
14	 0.7	 42.00	 5108	
15	 0.8	 48.00	 5156	
16	 0.9	 54.00	 5210	
17	 1.0	 60.00	 5270	
18	 1.1	 66.00	 5336	
19	 1.2	 72.00	 5408	
20	 1.3	 78.00	 5486	

21.23	 1.4	 19.60	 5500	
	

7.4	 Procedimiento	de	inoculación		
	

a)	Pre-inóculo	

En	un	matraz	Erlenmeyer	de	500	mL,	con	100	mL	de	medio	NFb,	se	colocó	1	cm3	de	agar	de	las	placas	de	

medio	NFb/rojo	Congo	como	inóculo	de	las	cepas	Start	o	la	cepa	Calf	de	A.	brasilense.	Los	cultivos	se	

incubaron		a	30°C	y	150	rpm	(incubadora	con	agitación	orbital	modelo	C25,	New	Brunswick	Scientific)	

durante	48h	para	la	cepa	Start	y	24h	para	la	cepa	Calf.	

b)	Inóculo	

Se	tomó	el	10%	del	volumen	del	pre-inóculo	y	se	colocó	en	un	matraz	Erlenmeyer	de	500	mL	con	100	mL	

de	medio	NFb	y	se	incubó	a	30°C	y	150	rpm	por	12h-18h	(O/N).	

c)	Cultivo	

El	inóculo	para	los	cultivos	en	matraz	se	ajustó	al	10%	del	volumen	en	una	densidad	óptica600nm	de	0.1	

U.A.	y	para	las	columnas	de	burbujeo,	se	ajustó	a	una	absorbancia600nm	de	0.05	U.A.	

	

	



	 45	

7.5	 Métodos	analíticos	
	

7.5.1	Determinación	del	número	de	bacterias	por	conteo	en	placa.	

	

Se	 determinó	 el	 número	 de	 bacterias	 por	 el	 método	 del	 número	 más	 probable	 (MPN),	 realizando	

diluciones	seriadas	 (1:10)	y	 se	hizo	un	conteo	en	cajas	de	medio	Rojo	Congo	 (cuya	base	es	el	medio	

mineral	NFb),	incubadas	a	30°C	durante	48	h.	

3!4	5678 = 9:;	
N=(número	de	colonias	en	caja)	x	D	(factor	de	dilución)	

	

7.5.2	Determinación	de	biomasa	por	turbimetría	

	

Durante	el	cultivo,	se	tomó	1.0	mL	de	muestra	cada	4h	y	se	leyó	la	absorbancia	en	el	espectrofotométro	

a	 600nm	 (Beckman	 DU730,	 USA),	 se	 realizaron	 las	 diluciones	 apropiadas	 (1:2;	 1:5,	 1:10)	 cuando	 la	

absorbancia	superaba	las	0.8	unidades.	Sin	embargo,	esta	información	se	complementó	con	las	UFC	mL-

1	para	seguir	el	crecimiento	bacteriano.	

	

7.5.3	Cuantificación	de	ácido	málico	

	

El	consumo	de	la	fuente	de	carbono	se	realizó	mediante	el	uso	de	kits	enzimáticos,	para	D-malato	(R-

Biopharm,	Roche:	Cat	.No.	11215558035)	y	L-malato	(R-Biopharm,	Roche:	Cat.	No.	10139068035),	cuyo	

principio	es	que:	

La	forma	isomérica:	D-malato,	es	oxidado	a	oxaloacetato	por	la	enzima	D-malato	deshidrogenasa	(MDH)	

en	presencia	de	NAD+.	El	oxaloacetato	es	inmediatamente	convertido	por	la	misma	enzima	a	piruvato	y	

dióxido	de	carbono.	La	cantidad	de	NADH	formado	es	estequiométricamente	igual	a	la	cantidad	de	D-

malato.	

	
	

La	 forma	 isomérica:	 L-Malato,	 es	 oxidado	 a	 oxaloacetato	 por	 la	 enzima	 L-malato	 deshidrogenasa	 en	

presencia	de	NAD+,	el	equilibrio	de	esta	reacción	recae	hacia	la	formación	de	L-malato,	por	lo	que	si	se	
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elimina	el	oxaloacetato	del	medio,	la	reacción	se	dirige	hacia	oxaloacetato.	La	reacción	catalizada	por	la	

enzima	 GOT	 (glutamato-oxaloacetato	 transaminasa)	 convierte	 el	 oxaloacetato	 a	 L-aspartato	 en	

presencia	de	L-glutamato	

	
La	cantidad	de	NADH	formada	igual	que	en	el	caso	anterior	es	estequiometricamente	la	cantidad	de	L-

malato.	La	cantidad	de	NADH	formada	se	mide	por	su	absorbancia	a	334,	340	o	365nm	(Beckman	DU730,	

USA)	 dependiendo	 de	 la	 concentración	 de	 ácido	 málico	 en	 la	 muestra,	 según	 las	 indicaciones	 del	

proveedor.	

	

7.5.4	Cuantificación	de	PHB	

	

La	 cuantificación	 de	 PHB	 se	 realizó	 de	 acuerdo	 al	 Método	 Law	 y	 Slepecky	 (1961)	 con	 algunas	

modificaciones.	Para	 la	extracción	de	PHB	de	 las	células,	se	tomó	1	mL	de	muestra	del	cultivo	en	 los	

diferentes	tiempos	(4,	8,	12,	20	y	28h)	en	tubos	EppendorfTM,	se	centrifugaron	por	10	min	a	12,000	rpm,	

el	pellet	se	secó	en	la	mufla	a	70°C.	Se	agregó	1	mL	de	hipoclorito	de	sodio	(6%v/v)	y		se	dejó	reposar	por	

1	 h	 a	 temperatura	 ambiente.	 Posteriormente	 se	 centrifugó	 a	 10000	 rpm	 por	 15	min,	 se	 eliminó	 el	

hipoclorito	(fase	alta)	con	micropipeta	y	se	realizaron	lavados	con	agua	destilada	(agregando	1	mL	de	

agua	destilada	estéril,	centrifugando	a	10,000	rpm	por	10	minutos,	en	dos	ciclos),	posteriormente	se	

agregó	1	mL	de	acetona	fría,	se	centrifugó	a	10,000	rpm	por	10	minutos	y		finalmente	se	resuspendió	en	

300	µL	de	etanol.	

	

Para	la	hidrólisis	de	la	muestra,	la	muestra	resuspendida	en	alcohol,	se	transfirió	a	un	tubo	de	vidrio	de	

5	mL	con	tapa	y	se	dejó	evaporar	el	etanol	a	70°C	en	la	estufa	con	la	tapa	ligeramente	abierta	(el	pellet	

obtenido	en	este	paso	se	analizó	mediante	espectrofotometría	infrarroja:	ANEXO	1).	Posteriormente,	se	

agregaron	5	mL	de	H2SO4	concentrado,	se	taparon	los	tubos	y	se	mantuvieron	en	la	estufa	a	70°C	por	4	

horas	más	para	hidrolizar	el	PHB	completamente,	a	ácido	crotónico	(Yu	et	al.,	2005).	Se	dejaron	enfriar	

las	muestras	y	se	midió	la	absorbancia	a	235	nm	en	celdas	de	cuarzo	usando	H2SO4	como	blanco	(bajo	

las	mismas	condiciones	que	las	muestras:	4	horas	a	70°C,	que	también	fue	utilizado	en	caso	de	requerir	
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diluciones	en	las	lecturas	de	las	muestras).	Finalmente,	se	cuantificó	la	cantidad	de	PHB	mediante	una	

curva	estándar	de	ácido	crotónico	(Law	y	Slepecky,	1961),	realizada	con	diferentes	concentraciones	de	

PHB	comercial	(Sigma	Aldrich.	CAS:29435-48-1)	como	se	muestra	en	la	Figura	7.4.	

	

	
Figura	7.4	Curva	estándar	de	la	hidrólisis	de	PHB	en	ácido	crotónico.	

La	 curva	 estándar	 se	 realizó	 pesando	 diferentes	 cantidades	 de	 PHB	 (µg)	 disuletos	 en	 1mL	 de	 H2SO4,	

posteriormente	se	sometieron	a	hidrólisis	(en	la	estufa	70°C	por	4	horas)	y	luego	se	midió	la	absorbancia	

a	235nm	(Beckman	DU730,	USA)	del	ácido	crónotico	(producto	de	la	hidrólisis	de	PHB)	para	cada	una	de	

las	concentraciones	probadas.	
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8. RESULTADOS	Y	DISCUSIÓN	

8.1	 Evaluación	del	crecimiento	de	A.	brasilense	en	fuentes	de	carbono	alternativas	
	

En	la	Figura	8.1	se	puede	observar	que	a	las	28h	de	cultivo,	las	mayores	densidades	ópticas	se	obtuvieron	

de	manera	similar	en	los	cultivos	con	gluconato	de	sodio	(4.43	±0.3	U.A.	),	ácido	málico	(4.38	±0.22	U.A.)	

y	ácido	succínico	(3.19	±	0.42)	(Tabla	8.1).	Sin	embargo,	la	absorbancia	no	se	corresponde	con	las	UFC	

obtenidas,	 en	 el	 caso	 de	 ácido	 málico	 se	 obtuvieron	 1.08	 x109	 (±0.31)	 UFC	 mL-1	 mientras	 que	 con	

gluconato	 de	 sodio	 se	 obtuvieron	 9.10	 x109	 (±0.15)	 UFC	 mL-1,	 lo	 cual	 sugiere	 la	 presencia	 de	

exopolisacáridos	 o	 polímeros	 de	 reserva	 como	 PHB,	 que	 incrementan	 la	 absorbancia	 medida	 en	 el	

espectrofotométro.	Las	UFC	mL-1	en	los	cultivos	con	ácido	málico,	ácido	succínico	y	glicerol	no	presentan	

diferencias	estadísticas	(1.08	x109	±0.31	UFC	mL-1,	5.50	x108	±3.53	UFC	mL-1	2.85x108	±0.49	UFC	mL-1,	

respectivamente),	pero	sí	las	UFC	mL-1	obtenidas	en	gluconato	de	sodio,	las	cuales	fueron	superiores	al	

resto	de	las	fuentes	de	carbono	evaluadas.		

	

Figura	 8.1	 Cinética	 de	 crecimiento	 de	 A.	 brasilense	 cepa	 Start	 en	 fuentes	 alternativas	 de	

carbono.Cinética	con	base	a	densidad	óptica	medida	a	600nm	(a)	y	en	unidades	formadoras	de	colonias	(b),	en	

medio	NFb	con	ácido	málico	 (control),	glicerol,	gluconato	de	sodio	y	ácido	succínico	(5	g/L)	a	30°C	y	150	rpm	en	

matraces	agitados	a	150	rpm.	
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La	velocidad	específica	de	crecimiento	de	A.	brasilense	Start	fue	mayor	en	el	medio	NFb	con	ácido	málico	

y	succínico	(0.22	h-1)	comparados	con	gluconato	de	sodio	y	el	glicerol	(0.18	y	0.09	h-1	respectivamente).	

Cabe	destacar	que,	aunque	la	velocidad	de	crecimiento	con	gluconato	de	sodio	fue	menor	(0.18	±	0.005),	

a	 la	presentada	por	 los	cultivos	con	ácido	málico	y	succínico,	presentó	una	tendencia	de	crecimiento	

hacia	el	final	del	cultivo	(en	este	caso	se	consideraron	únicamente	28h	como	tiempo	final	para	comparar	

los	 resultados	 con	 estudios	 previos	 realizados	 en	 este	 laboratorio).	 La	 velocidad	 específica	 de	

crecimiento	 en	 el	medio	 con	 glicerol	 fue	 la	menor	 presentada	 entre	 las	 cuatro	 fuentes	 de	 carbono	

probadas	para	el	crecimiento	de	A.	brasilense	Start	(60%	menor	con	respecto	al	control,0.09	h-1	vs	0.22	

h-1).		

	

Tabla	8.1	Parámetros	de	crecimiento	y	biomasa	de	A.	brasilense		cepa	Start	en	matraces	a	30°C	y	

150	rpm	al	tiempo	final	(28h)	

Fuente	C	 µexp	(h-1)	 D0600nm	(U.A.)	 UFC	mL-1	

Ácido	málico	 	0.22	±	0.003		 4.38	±	0.22a	 1.08	x109	±0.31a	
Gluconato	Na	 	0.18	±	0.005	 4.43	±	0.30a	 9.10	x109	±0.15b	
Ácido	succiníco	 	0.22	±	0.004		 3.19	±	0.42a	 5.50	x108	±3.53a	
Glicerol	 	0.09	±	0.003	 1.02		±	0.32b	 2.85x108	±0.49a	

Los	subíndices	corresponden	a	las	diferencias	estadísticas	presentadas	(Anexo	2)	

	

El	comportamiento	para	la	cepa	Calf	de	A.	brasilense	con	las	fuentes	de	carbono	probadas	(ácido	málico,	

gluconato	de	sodio,	ácido	succínico	y	glicerol)	fue	similar	a	la	cepa	Start	(Figura	8.2,	Tabla	8.2).		

Los	cultivos	con	gluconato	de	sodio	y	ácido	málico	son	los	que	presentaron	mayores	densidades	ópticas	

(4.80	U.A.	±0.03,	4.37	U.A.	±0.18	respectivamente),	que	se	corresponden	con	las	mayores	densidades	

celulares	viables	Figura	8.2	(b):	5.5	x	109	±2.19	UFC	mL-1	con	gluconato	de	sodio	y	2.63x	109	±0.52	UFC	

mL-1	con	ácido	málico.	Sin	embargo,	de	la	misma	manera	que	en	la	cepa	Start,	las	UFC	presentadas	en	el	

medio	con	gluconato	de	sodio,	son	estadísticamente	mayores	también	para	la	cepa	Calf.	

	

Las	cepas	de	A.	brasilense	Start	y	Calf	presentan	un	buen	crecimiento	en	el	medio	NFb	modificado	con	

gluconato	de	sodio	similar	a	lo	reportado	para	otras	especies	de	Azospirillum	(Cd	y	Sp6)	según	Bashan	y	

colaboradores	(2011),	en	los	que	reportaron	1011	células	mL-1	en	conteo	al	microscopio	y	5x109	UFC	mL-

1		a	las	18h	en	medio	complejo	de	triptona-extracto	de	levadura,	enriquecido	ya	sea	con	gluconato	de	
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sodio	ó	con	glicerol.	Para	las	cepas	Start	y	Calf	en	este	estudio	el	glicerol	añadido	al	medio	NFb	fue	el	que	

presentó	la	menor	velocidad	específica	de	crecimiento	y	densidades	del	orden	de	108	UFC	mL-1.	

	
	

Figura	8.2	Cinética	de	crecimiento	de	A.	brasilense	cepa	Calf	en	fuentes	alternativas	de	carbono.	

Cinética	con	base	a	densidad	óptica	medida	a	600nm	(a)	y	en	unidades	formadoras	de	colonias	(b),	en	medio	NFb	

con	ácido	málico	(control),	glicerol,	gluconato	de	sodio	y	ácido	succínico	(5	g/l)	a	30°C	y	150	rpm	en	matraces	agitados	

a	150	rpm.	

	

Tabla	8.2	Parámetros	de	crecimiento	y	biomasa	de	A.	brasilense		cepa	Calf	en	matraces	a	30°C	y	

150	rpm	al	tiempo	final	(28h).	

Fuente	C	 µexp	(h-1)	 D0600nm	(U.A.)	 UFC	mL-1	

Ácido	Málico	 	0.28	±	0.01		 4.37	±	0.18a	 2.63	x109	±0.52b	
Gluconato	Na	 	0.21	±	0.02	 4.80	±	0.03a	 5.5	x109	±2.19a	
Ácido	Succiníco	 	0.25	±	0.01		 3.84	±	0.11b	 1.57	x108	±0.52b	
Glicerol	 	0.12	±	0.01	 1.34		±	0.07c	 5.56x108	±3.85b	

	

La	viabilidad	de	los	cultivos	es	un	aspecto	importante	en	la	producción	de	los	inoculantes,	por	lo	que	fue	

relevante	en	este	trabajo	analizarla	en	los	cultivos,	tanto	en	las	diferentes	fuentes	de	carbono,	como	en	

los	flujos	de	aireación	y	perfiles	de	alimentación	probados.	
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El	medio	NFb	modificado	con	gluconato	de	sodio	fue	el	que	presentó	mayor	densidad	celular	al	final	del	

cultivo	(28h),	además	desde	el	punto	de	vista	económico	es	el	que	presenta	un	menor	costo	entre	las	

fuentes	probadas	en	este	estudio	(gluconato	de	sodio,	$715;	ácido	málico,	$1,122;	glicerol,	$1460	y	ácido	

succínico,	$1648	(precio	por	500gSigma	Aldrich))	por	lo	que	parecía	ser	un	buen	candidato	en	la	formulación	

del	proceso.	Sin	embargo,	la		viabilidad	se	vió	muy	afectada	en	estos	cultivos	ya	que,	el	91%	de	la	cuentas	

viables	de	la	cepa	Start		y	el	84%		de	la	cepa	Calf,	se	perdieron	durante	los	siguientes	cuatro	meses	de	

estar	almacenados(Tabla	8.3).	

	

Después	de	los	cultivos	con	gluconato	de	sodio,	aquellos	que	se	vieron	más	afectados	en	cuanto	a	la	

viabilidad,	fueron	los	que	se	realizaron	con	glicerol,	perdiendo	el	98%	de	las	cuentas	viables	para	la	cepa	

Calf	y	cerca	del	62%	de	las	cuentas	viables	para	la	cepa	Start	(Tabla	8.3).	

	

Tabla	8.3	Viabilidad	de	los	cultivos	de	A.	brasilense	en	matraces	con	medio	NFb	y	diferentes	

fuentes	de	carbono	a	4	meses	

Fuente	Carbono	 	 UFC	mL-1	 	

Cepa	 Start	 Calf	
Viabilidad	 Inicial	 4	meses	 %	Viabilidad	 Inicial	 4	meses	 %	Viabilidad	

Ácido	Málico	 1.08	x109	
	±0.31	

1.02	x109		

±0.02	
94.44	 2.63	x109		

±0.52	
1.70	x109		

±0.42	
64.63	

Gluconato	Na	 9.10	x109	
	±0.15	

8.20	x108		

±0.38	
9.01	 5.5	x109		

±2.19	
9.0	x108		

±0.10	
16.36	

Ácido	Succiníco	 5.50	x108		

±3.53	
3.0	x108		

±0.80	
54.54	 1.57	x108		

±0.52	
8.7	x107	
	±0.53	

55.41	

Glicerol	 2.85x108		
±0.49	

1.11x108		
±0.07	

38.94	 5.56x108		
±3.85	

1.20x107		
±0.17	

2.15	

	

La	viabilidad	para	 los	cultivos	realizados	en	medio	NFb	con	ácido	málico	como	fuente	de	carbono,	se	

mantuvo	en	el	orden	de	109	UFC	mL-1,	siendo	la	fuente	de	carbono	que	conserva	 la	mayor	viabilidad	

tanto	 para	 la	 cepa	 Start	 (94.44%)	 como	 para	 Calf	 (64.63%),	 seguida	 de	 ácido	 succínico	 en	 la	 cual	

mantienen	54	y	55%	de	las	cuentas	viables	iniciales	respectivamente,	luego	de	cuatro	meses.	
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Por	 lo	 anterior,	 se	 decidió	 continuar	 con	 el	medio	 originalmente	 formulado	 con	 ácido	málico	 como	

fuente	de	carbono	para	el	resto	de	los	experimentos,	ya	que	fue	uno	de	los	que	permitió	tener	mayor	

densidad	celular,	así	como	mayor	viabilidad	a	los	4	meses	para	las	cepas	de	A.	brasilense	Start	y	Calf.	

	

8.2	 Efecto	de	la	velocidad	de	aireación	sobre	el	crecimiento	de	A.	brasilense	en	

	columnas	de	burbujeo	en	lote	

	

Los	cultivos	en	columna	de	burbujeo	se	realizaron	en	medio	NFb	con	ácido	málico	(5g	l-1),	modificando	

los	flujos	de	aireación	en	0.1,	0.5	y	1.0	vvm	para	conocer	el	efecto	de	éste	parámetro	sobre	el	crecimiento	

de	A.	brasilense.		

	

La	Figura	8.3	muestra	el	efecto	de	diferentes	condiciones	ambientales	como	la	temperatura,	pH,	tensión	

de	 oxígeno	 disuelto,	 sobre	 el	 crecimiento	 de	A.	 brasilente	 Start	 (medido	 en	 DO600nm	y	 UFC	mL-1),	 la	

producción	y	 consumo	de	PHB	en	 los	diferentes	 flujos	de	aireación	 (0.1,	0.5	y	1.0	vvm),	así	 como	el	

consumo	de	ácido	málico	 (D	 y	 L-malato).	 	 El	 error	 corresponde	al	 cultivo	duplicado	bajo	 las	mismas	

condiciones.	

	

El	cultivo	a	0.1	vvm	de	A.	brasilense	cepa	Start	fue	el	que	alcanzó	la	mayor	densidad	óptica	(3.94	U.A.),	

comparado	con	0.5	vvm	(2.80	U.A.)	y	1.0	vvm	(1.15	U.A.),	así	como	en	UFC	mL-1,	en	donde	se	obtuvieron	

2.86	x	109	 (±0.47)	UFC	mL-1	para	el	 flujo	de	0.1	vvm,	4.85x108	(±0.30)	UFC	mL-1	en	0.5	vvm	y	3.5x107	

(±0.50)	UFC	mL-1	en	1.0	vvm	(Tabla	8.4).	
	

Se	observó	el	consumo	del	isómero	L-malato	como	ya	se	había	reportado	previamente	para	los	cultivos	

de	A.	brasilense	[Albrecht	y	Okon,	1980;	Fallik	y	Okon	1996]	en	los	tres	flujos	de	aireación	probados	(0.1,	

0.5	y	1.0	vvm).	Sin	embargo,	entre	las	14	y	28h	de	cultivo,	se	observó	el	consumo	de	la	forma	D-malato,	

únicamente	en	el	flujo	de	0.1vvm	(como	se	puede	observar	en	la	Figura	8.3).		
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Figura	8.3	Cinética	de	crecimiento,	consumo	de	sustrato	y	producción	de	PHB	de	A.	brasilense	

cepa	Start	a	0.1,	0.5	y	1.0	vvm	en	 lote.	Temperatura	controlada	a	30°C,	 sin	control	de	pH	en	

columnas	de	burbujeo	de	6L	por	duplicado.	NOTA:	Se	observa	un	error	de	calibración	en	los	electrodos	de	TOD	en	1.0	vvm	
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Adicionalmente	se	pude	observar	que	el	pH	superó	las	8.5	unidades,	donde	se	reporta	que	el	crecimiento	

puede	verse	afectado	[Albrecht	y	Okon,	1980].	Sin	embargo,	este	no	parece	ser	el	caso	ya	que	existe	una	

tendencia	de	crecimiento	aún	hacia	el	final	del	cultivo	tanto	en	0.1	como	en	0.5	vvm.	

	

El	 cultivo	a	0.5	vvm	de	 la	 cepa	Start,	mostró	un	comportamiento	 similar	al	de	0.1	vvm,	en	cuanto	a	

aumento	de	pH	y	una	TOD	por	encima	de	30%,	pero	un	menor	crecimiento	reflejado	en	una	unidad	de	

densidad	óptica	y	hasta	un	80%	menor	en	UFC	mL-1	(Tabla	8.4).	De	la	misma	manera	que	en	el	cultivo	a	

0.1	vvm,	en	el	flujo	de		0.5	vvm	se	observó	la	preferencia	de	consumo	de	la	forma	L-malato	en	la	fase	

exponencial.	Sin	embargo,	en	este	caso	no		consumió	ni	el	50%	de	la	forma	D-malato.	

	

Tabla	 8.4	 Efecto	 del	 flujo	 de	 aireación	 sobre	 el	 crecimiento	 de	 A.	 brasilense	 cepa	 Start	 en	

columnas	de	burbujeo	de	6L	a	las	28h	de	cultivo.	

Flujo	
de	aire	
	(vvm)	

DO600nm		
(U.A.)	

			µ		
(h-1)	

UFC	mL-1	 Biomasa	
(g	L-1)	

qsD-malato	exp	

(g/UFC*mL)*h	
qsL-malato	exp	

(g/UFC*mL)*h	
PHB	
(µg/gCDW)	

0.1	 3.94	
±	0.19	

0.21	
±0.02	

2.86x109	
±0.47	

0.96	
±	0.35	

4.90E-10	±0.44	 3.28E-09	±0.29	 7.45	
±0.53	

0.5	 2.80	
±	0.02	

0.12	
±0.02	

4.85x108	

±0.30	
0.81	
±	0.04	

2.31E-09	
±0.07	

1.94E-08	
±0.08	

3.38	
±0.42	

1.0	 1.15	
±	0.01	

0.19	
±0.01	

3.5x107	
±0.50	

0.52	
±	0.09	

2.4E-10	
±0.01	

5.19E-09	
±0.47	

1.35	
±0.27	

pH	inicial	de	7.0	y	una	temperatura	controlada	de	30°C.	

	

Durante	el	crecimiento	de	A.	brasilense	cepa	Start	a	1.0	vvm,	se	observó	una	TOD	alta	durante	las	28	h	

de	cultivo,	indicándo	el	exceso	de	oxígeno	en	el	medio	pero	con	valores	de	pH	similares	a	los	obtenidos	

en	0.1	y	0.5	vvm.	Lo	anterior,	indica	que	el	oxígeno	afectó	el	crecimiento,	reflejado	en	la	densidad	óptica	

obtenida,	así	como	en	las	UFC	mL-1,	las	cuales	fueron	las	menores	de	las	tres	condiciones	(1.15	U.A.(±	

0.01),	3.5x107	UFC	mL-1	(±0.50)).	A	pesar	de	la	baja	densidad	celular,	ésta	logró	consumir	por	completo	

el	isómero	L-malato,	a	diferencia	de	la	forma	D,	la	cual	prácticamente	permaneció	igual	durante	todo	el	

cultivo.	Este	fenómeno	ya	había	sido	reportado	anteriormente	por	Fallik	y	Okon	(1996)	quienes	reportan	

que,	A.	brasilense	únicamente	consume	la	forma	L-malato,	por	lo	que	el	cultivo	con	la	mezcla	DL-malato	

representaría	un	desperdicio	del	50%	en	la	fuente	de	carbono.	Cabe	destacar	que	ellos	controlaron	la	

TOD	entre	30-50%	lo	cual	se	podría	comparar	con	las	condiciones	de	0.5	y	1.0	vvm,	ya	que	la	TOD	se	
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mantuvo	por	encima	del	50%	y	que,	de	manera	similar	se	observa	un	consumo	deficiente	de	la	forma	D-

malato	(Figura	8.3	y	Tabla	8.4).		

	

La	producción	volumétrica	de	PHB	al	final	del	cultivo	es	2	veces	mayor	en	el	menor	flujo	de	aireación	0.1	

vvm,	que	en	0.5	vvm	y	casi	6	veces	más	sobre	1.0	vvm,	lo	cual	corresponde	con	lo	reportado	[Tal	y	Okon,	

1985;	 Itzigsohn	 et	 al.,	 1995],	 en	 donde	 se	menciona	 que	 la	 limitación	 de	 oxígeno	 es	 un	 factor	 que	

desencadena	la	acumulación	de	PHB.	En	todos	los	cultivos,	la	producción	de	PHB	es	mayor	durante	la	

fase	 exponencial	 y	 decae	 en	 la	 fase	 estacionaria	 lo	 cual	 corresponde	 para	A.	 brasilense	 [Sun,	 2002;	

Cholula,	2005],	y	otras	bacterias	como	Azotobacter	vinelandii	 [Page	y	Knosp,	1989],	Alcaligenes	 latus	

[Wang	y	Lee,	1997]	y	Pseudomonas	putida	[Huisman	et	al.,	1992].	

	

La	Figura	8.4	muestra	el	efecto	de	la	temperatra,	pH,	tensión	de	oxígeno	disuelto	sobre	el	crecimiento	

bacteriano	de		A.	brasilense	Calf	(medido	como		ln	DO600nm	y	UFC	mL-1),	la	producción	de	PHB,	así	como	

el	consumo	de	ácido	málico	(D	y	L-malato)	en	los	diferentes	flujos	de	aireación	(0.1,	0.5	y	1.0	vvm).	El	

error	corresponde	al	cultivo	duplicado	bajo	las	mismas	condiciones.	

	

De	la	misma	manera	que	en	el	cultivo	de	A.	brasilense	cepa	Start,	en	la	cepa	Calf	se	observó	un	mejor	

crecimiento	(en	promedio	7.8	x1010	±1.31	UFC	mL-1	(0.1vvm),	sobre	5.0x109±0.20	UFC	mL-1	(0.5vvm)	y	

2.6x109	±0.50	UFC	mL-1	 (1.0vvm))	en	el	menor	 flujo	de	aireación	(0.1vvm);	sin	embargo,	 la	diferencia	

entre	0.5	y	1.0	vvm	no	fue	tan	marcada	para	esta	cepa,	de	hecho	la	velocidad	de	crecimiento	es	mayor	

en	1.0	 vvm	que	en	0.5	 vvm,	 este	 fenómeno	 también	habría	 sido	 reportado	para	 la	 cepa	 JA03	de	A.	

brasilense	(Didonet	y	Magalhares,	1997)	donde	el	crecimiento	muestra	variaciones	conforme	aumenta	

el	oxígeno	disuelto;	es	decir	el	crecimiento	a	0.493	mmol	O2	L-1	es	de	0.623	U.A.	(660nm),	cuando	la	

concentraciones	de	oxígeno	disuelto	aumentan	(0.606	mmol	O2	L-1	)	,	la	densidad	óptica	es	de	0.466	y	si	

se	aumenta	un	poco	más	(0.657	mmol	O2	L-1	 )	 ,	 la	densidad	óptica	aumenta	con	respecto	al	anterior	

(0.605).		

	

Durante	el	crecimiento	de	A.	brasilense	cepa	Calf	con	el	flujo	de	aire	de	0.5	vvm,	la	fase	estacionaria	

coincidió	con	el	cambio	en	el	pH	alrededor	de	las	15	h,	donde	se	rebasó	el	límite	de	pH	de	8.5,	en	el	cual	

A.	brasilense	es	capaz	de	crecer	[Albrecht	y	Okon,	1980],	no	se	pudo	resolver	si	el	efecto	detrimental	en	

el	crecimiento	se	debe	al	pH	ó	al	oxígeno,	ya	que	se	requeriría	realizar	el	experimento	con	pH	controlado.	
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Por	otro	lado	A.	brasilense	Calf	en	el	flujo	de	0.5	vvm,	aumentó	el	consumo	del	isómero	L-malato	hacia	

el	 final	 de	 la	 fase	 exponencial	 	 (entre	 las	 12	 y	 15	 h	 de	 cultivo),	 que	 fue	 utilizado	 para	 continuar	 el	

crecimiento	y	no	para	acumular	PHB	como	suele	ocurrir	en	especies	productoras	de	PHB	[Sun	et	al.,	

2000].	

	

El	perfil	de	la	cinética	de	la	cepa	Calf	de	A.	brasilense	en	1.0	vvm	(Figura	8.4)	es	muy	parecida	a	aquella	

que	se	presenta	en	la	cepa	Start	al	mismo	flujo	de	aireación	(Figura	8.3),	donde	el	flujo	de	aire	es	máximo	

y	se	mantiene	la	TOD	en	valores	por	encima	del	80%,	de	igual	manera	se	observa	un	consumo	total	del	

ácido	L-málico	y	prácticamente	nulo	de	la	forma	D.	

	

Las	cinéticas	en	0.5	y	1.0	vvm	para	la	cepa	Calf	son	muy	parecidas	tanto	en	densidad	óptica	obtenida	

como	en	biomasa	(peso	seco	y	UFC	mL-1).	Sin	embargo,	a	pesar	de	estar	en	las	mismas	condiciones	de	

pH	y	concentración	de	fuente	de	carbono	que	en	0.1	vvm,	parece	que	al	estar	sobre	el	80%	de	TOD,	la	

cepa	Calf	de	A.	brasilense	ésta	sufre	algún	tipo	de	estrés	que	detiene	el	crecimiento.		

	

La	Tabla	8.5	resume	los	parámetros	cinéticos	de	A.	brasilense	cepa	Calf,	bajo	diferentes	velocidades	de	

aireación.	En	ella	 se	puede	apreciar	el	efecto	negativo	a	altos	 flujos	de	aireación	en	 la	biomasa	 final	

obtenida	a	las	28h.	Sin	embargo,	la	diferencia	entre	el	menor	y	el	mayor	flujo	únicamente	es	de	un	órden	

de	magnitud	en	cuanto	a	UFC	mL-1	obtenidas	a	diferencia	de	la	cepa	Start,	la	cual	se	ve	afectada	hasta	

en	dos	órdenes	de	magnitud.		

	

Tabla	8.5	Efecto	del	flujo	de	aireación	sobre	el	crecimiento	de	A.	brasilense	cepa	Calf	en	columnas	

de	burbujeo	de	6L	a	las	28	h.		

Flujo	de	
aire	
(vvm)	

DO600nm	
(U.A.)	

µ	
(h-1)	

UFC	mL-1	 Biomasa	
(g	L-1)	

qsD-malato	exp	

(g/UFC*mL)*h	
qsL-malato	exp	

(g/UFC*mL)*h	
PHB	

(µg/gCDW)	

0.1	 2.88	
±	1.05	

0.24	
±0.02	

7.8	x1010	

±1.31	
1.36	
±	0.22	

1.2E-10	
(±0.05)	

5.08E-09	
(±0.46)	

1.35	
±0.15	

0.5	 1.41	
±	0.03	

0.17	
±0.02	

5.0x109	

±0.20	
0.75	
±	0.02	

2.3E-11	
(±0.03)	

1.67E-10	
(±0.02)	

0.68	
±0.11	

1.0	 1.10	
±	0.14	

0.21	
±0.01	

2.6x109	

±0.50	
0.65	
±	0.13	

2.2E-11	
(±0.13)	

4.79E-09	
(±0.43)	

0.40	
±0.09	

pH	inicial	de	7.0	y	una	temperatura	controlada	de	30°C.	
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Figura	8.4	Cinética	de	crecimiento,	consumo	de	sustrato	y	producción	de	PHB	de	A.	brasilense	

cepa	 Calf	 a	 0.1,	 0.5	 y	 1.0	 vvm	 en	 lote.Temperatura	 controlada	 a	 30°C,	 sin	 control	 de	 pH	 en	

columnas	de	burbujeo	de	6L	por	duplicado.

A. brasilense	Calf	



Fue	en	0.1	vvm,	el	menor	flujo	de	aireación	probado	en	este	estudio,	donde	se	obtuvo	la	mayor	densidad	

celular	 tanto	para	 la	cepa	Start	como	Calf	de	A.	brasilense	 (Tabla	8.3	y	8.4),	además	se	corroboró	 la	

información	obtenida	por	parte	de	la	empresa	Biofabrica	Siglo	XXI,	 la	cual	menciona	que	la	cepa	Calf	

crece	más	rápido	que	la	cepa	Start	(en	este	estudio:	0.24	h-1	vs	0.21	h-1	en	0.1	vvm	respectivamente)	

logrando	así	una	mayor	biomasa	que	la	obtenida	con	la	cepa	Start	a	las	28h	de	cultivo	(7.8	x1010	UFC	mL-

1	vs	2.86	x109	UFC	mL-1).	Sin	embargo,	la	cepa	Start	acumula	hasta	5	veces	más	PHB	que	la	cepa	Calf	en	

0.1	vvm.	Por	esta	razón	es	que	el	proceso	productivo	actual	de	la	empresa	Biofabrica	Siglo	XXI	realiza	el	

cultivo	en	mezcla,	ya	que	la	cepa	Calf,	les	ayuda	a	tener	una	alta	densidad	al	momento	de	inocular	y	la	

cepa	Start	ayuda	al	establecimiento	a	largo	plazo	debido	a	la	acumulación	de	PHB.	

		

Las	cepas	Start	y	Calf	de	A.	brasilense,	son	capaces	de	consumir	ambos	isómeros	de	la	mezcla	DL-malato	

a	un	flujo	de	0.1vvm	(publicado	en	Carrasco-Espinosa	et	al.,	2015),	a	diferencia	de	lo	reportado	como	

desperdicio	del	50%	en	la	fuente	de	carbono	por	parte	de	A.	brasilense	cuando	se	utiliza	la	mezcla	DL-

malato	(Fallik	y	Okon,	1996).	Adicionalmente,	se	sabe	que	en	el	genoma	de	algunas	cepas	de	Azospirillum	

brasilense	 (Sp245,	 Sp7)	 se	 encuentran	 codificadas	 enzimas	malato	 deshidrogenasa	 descarboxilantes	

(enzimas	málicas)	cuya	reacción	consiste	en	trasformar	el	D-malato	en	piruvato	(Uniprot).	Por	lo	que,	es	

probable	que	también	se	encuentren	en	las	cepas	Start	y	Calf	y	que	las	condiciones	de	cultivo	en	columna	

de	 burbujeo	 presentadas	 en	 este	 estudio	 a	 0.1	 vvm,	 permitieron	 observar	 el	 efecto	 de	 represión	

catabólica	ejercida	por	el	isómero	L-malto	sobre	el	D-malato.		

	

Para	tener	una	referencia	de	las	densidades	celulares	obtenidas	en	este	estudio,	con	aquellas	que	se	

obtienen	 en	 otros	 sistemas	 de	 cultivo,	 se	 eligío	 comparar	 con	 el	 trabajo	 de	 Trujillo-Roldan	 y	

colaboradores	(2013);	en	el	que	se	realizaron	cultivos	en	mezcla	(1:1	al	inicio	del	cultivo)	de	las	cepas	

Start	y	Calf	de	A.	brasilense,	en	un	reactor	de		tanque	agitado	de	1000L,	medio	NFb	mod,	control	de	TOD	

al	30%,	así	como	control	de	pH	a	7	unidades.	Con	estas	condiciones	lograron	entre	3.5	-	7.8	x	108	UFC	

mL-1		(2.7	U.A.),	éstas	cuentas	viables	son	menores	a	las	obtenidas	en	columnas	de	burbujeo	para	ambas	

cepas	en	el	flujo	de	0.1vvm,	2.86x109	UFC	mL-1	(3.94	U.A.)				y	7.8	x1010	UFC	mL-1	(2.88	U.A.)	para	Start	y	

Calf	respectivamente.	

	

Por	otro	lado,	la	viabilidad	de	los	cultivos	de	las	cepas	Start	y	Calf	durante	los	primeros	cuatro	meses	de	

almacenamiento,	se	ve	favorecida	en	la	menor	velocidad	de	aireación	probada,	0.1	vvm	(Tabla	8.6)	y	a	
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un	año	permanece	en	el	rango	óptimo	para	un	inoculante	de	A.	brasilense	(107-109	UFC	mL-1)	según	lo	

reportado	[Kapulnik	et	al.,	1985;	Arsac	et	al.,	1990,	Okon	e	Itzigsohn,	1995;	Schulz	y	Thelen,	2008].	

	

Tabla	8.6	Viabilidad	de	los	cultivos	de	A.	brasilense	en	columna	de	burbujeo	a	4	meses	y	un	año		

de	almacenamiento,	a	temperatura	ambiente.	

Flujo	de	

Aireación	

	 UFC	mL-1	 	

	 Start	 Calf	
vvm	 Tiempo	

incial	
4	meses	 1	año	 Tiempo	

inicial	
4	meses	 1	año	

0.1	
	

%Viabilidad	

2.86x109	
±0.47	

2.59x109	
±0.08	

(90.55%)	

9.52x108	

±0.52	
(33.28%)	

7.8	x1010	

±1.31	
5.5	x1010	

±0.29	
(70.51%)	

1.4x109	

±0.42	
(1.79%)	

0.5	
	

%Viabilidad	

4.85x108	

±0.30	
6.15x107	

±1.86	
(12.68%)	

1.25x107	

±0.18	
(2.57%)	

5.0x109	

±0.20	
1.20x109	

±0.46	
(24%)	

1.6x107	

±0.29	
(0.32%)	

1.0	
	

%Viabilidad	

3.5x107	
±0.50	

1.4x107	
±0.40	
(40%)	

3.4x106	
±0.84	
(9.71%)	

2.6x109	
±0.50	

1.51x109	
±0.10	

(58.07%)	

3.1x108	

±0.39	
(11.92%)	

		

Sin	embargo,	el	porcentaje	de	cuentas	viables	que	se	mantienen	a	los	4	y	12	meses	de	almacenamiento	

es	mayor	en	1.0	vvm	que	en	0.5	vvm,	por	lo	que	no	parece	ser	un	efecto	relacionado	únicamente	con	la	

velocidad	de	aireación	del	que	provienen,	ni	con	la	cantidad	de	PHB	(como	se	muestra	en	la	Figura	8.5),	

ya	que	a	cuatro	meses	de	estar	almacenadas,	la	cantidad	de	PHB	disminuye	drásticamente	casi	hasta	

agotarse.	A	pesar	de	que	la	cepa	Start	acumuló	durante	la	fase	exponencial	hasta	3	veces	más	PHB	que	

la	cepa	Calf,	parece	no	haber	una	relación	lineal	entre	la	cantidad	de	PHB	acumulada	y	la	supervivencia	

de	los	cultivos.	
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Figura	8.5	Cantidad	de	PHB	de	los	cultivos	a	0.1,	0.5	y	1.0	vvm	de	A.	brasilense	Start	y	Calf	a	cuatro	

meses	de	estar	almacenados	

En	todos	los	casos	se	incluye	el	dato	al	término	de	las	28	h	de	cultivo	(dato	inicial)	y	luego	a	cuatro	meses	

(dato	final).	En	el	caso	de	1.0	vvm	para	la	cepa	Start	la	escala	no	permite	observar	la	mínima	cantidad	de	

PHB	acumulada	

	

8.3	 Efecto	de	diferentes	perfiles	de	alimentación	sobre	el	crecimiento	de	

	A.	brasilense	en	columnas	de	burbujeo		

	

El	cultivo	en	lote	en	columnas	de	burbujeo	de	6L	con	medio	NFb,	permitió	establecer	que	en	el	flujo	de	

0.1vvm,	se	obtiene	la	mayor	velocidad	de	crecimiento,	densidad	celular,	así	como	producción	de	PHB,	

para	ambas	cepas	de	A.	brasilense	(Start	y	Calf).	Por	lo	anterior	es	que	bajo	esas	condiciones	se	evaluaron	

tres	perfiles	de	alimentación	en	cultivos	en	mezcla	(1:1	cepas	Start	y	Calf	al	inicio),	con	la	finalidad	de	

establecer	una	estrategia	que	permita	tener	una	mayor	concentración	de	biomasa	viable.	

	

En	 la	 Figura	 8.6	 se	muestran	 las	 cinéticas	 de	 los	 cultivos	 control,	 alimentados:	 lineal,	 escalonado	 y	

exponencial	 de	A.	 brasilense	 cepas	 Start-Calf	 (en	mezcla	 1:1),	 por	 duplicado,	 en	 ellos	 se	 controló	 la	

temperatura	a	30°C,	con	flujo	de	0.1vvm	y	sin	control	de	pH.	El	cultivo	control	(cultivo	en	mezcla	1:1	

cepas	Start	y	Calf)	presentó	una	velocidad	de	crecimiento	ligeramente	superior	(0.27	h-1	vs	0.21	y	0.24h-

1)	a	la	de	los	cultivos	Start	y	Calf	en	0.1	vvm	por	separado,	esto	se	ve	reflejado	en	una	mayor	biomasa	

obtenida	a	las	28h	(3.7	x1010	(±0.20)	UFC	mL-1,	ver	Tabla	8.7).	El	cultivo	en	mezcla	generó	espuma	que	

antes	no	se	veía,	 la	TOD	descendió	a	0%,	y	se	mantuvo	así	hasta	el	 final	del	cultivo.	Éste	 fenómeno,	
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parece	 favorecer	 la	 acumulación	 de	 PHB	 durante	 el	 cultivo	 control	 en	mezcla,	 ya	 que	 se	 obtuvo	 un	

rendimiento	superior	de	PHB	 (100.77±5.99	µg/gcdw)	que	el	obtenido	para	Start	o	Calf	por	separado	

(7.45±0.53	µg/gcdw	y	1.35±0.53	µg/gcdw	respectivamente).	

	 	

Tabla	8.7	Parámetros	de	crecimiento	obtenidos	en	los	diferentes	perfiles	de	alimentación	de	las	

cepas	Start	y	Calf	de	A.	brasilense	en	columnas	de	burbujeo	6	l	

Perfil	de	alimentación	 DO600nm	

(U.A.)	

µ	

(h-1)	

UFC	mL-1	 PHB	
(µg/gcdw)	

Control	(sin	alimentación)	 2.63		

(±0.07)	

0.27		

(±0.003)	

3.7	x1010	

(±0.20)	

100.77	
±5.99	

Escalonado	 3.37	

(±0.19)	

0.31	

(±0.003)	

8.3	x1010	

(±0.05)	

24.06	
±5.49	

Lineal	 2.64	

(±0.22)	

0.38	

(±0.006)	

8.52x1011	

(±0.51)	

25.57	

±3.54	

Exponencial	 3.22	

(±0.05)	

0.46	

(±0.02)	

3.9	x	1012	

(±1.55)	

28.33	
±0.70	

	

El	cultivo	escalonado	(o	por	pulsos)	muestra	un	comportamiento	de	crecimiento	similar	al	obtenido	en	

el	cultivo	control	(sin	alimentar),	se	observa	como	las	formas	D	y	L	malato	se	acumularon	en	el	medio	

(Figura	8.6).	A	diferencia	del	cultivo	control	donde	la	acumulación	de	PHB	es	evidente	(Tabla	8.7),	en	el	

cultivo	alimentado	escalonado	esta	acumulación	no	ocurrió,	probablemente	debido	a	que	en	el	cultivo	

control	 existió	 la	 limitación	 de	 algún	 nutriente	 como	 P	 ó	 S,	 distinto	 al	 oxígeno	 que	 desencadenó	 la	

producción	de	PHB.	

	

Estudios	 realizados	 por	 Acevedo,	 E.	 (datos	 no	 publicados)	 señalan	 un	 decremento	 ligero	 en	 el	

crecimiento	de	A.	brasilense	cuando	se	añaden	concentraciones	desde	10	g	L-1	de	ácido	málico	y	más	

drástico	cuando	se	añaden	hasta	50	g	L-1	de	ácido	málico.	Lo	anterior		resulta	importante	ya	que,	en	el	

cultivo	 alimentado	 por	 pulsos	 (escalonado)	 existen	 cerca	 de	 14	 g	 l-1	 de	 ácido	málico,	 que	 se	 están	

acumulando	en	el	medio	lo	cual	puede	estar	limitando	el	crecimiento	de	A.	brasilense	en	mezcla.	
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Figura	 8.6	 Cinética	 de	 crecimiento,	 consumo	 de	 sustrato,	 producción	 de	 PHB	 y	 variables	

ambientales	de	las	cepas	Start	y	Calf	de	A.	brasilense	en	mezcla	(1:1	al	inicio	de	cultivo,	0.1	vvm	

en	 lote	 alimentado.	 Temperatura	 controlada	 a	 30°C,	 sin	 control	 de	 pH,	 medio	 NFb	 20X	

(alimentación)	en	columnas	de	burbujeo	de	6L	por	duplicado.	

A. brasilense	Start-Calf	



En	el	cultivo	alimentado	lineal	se	observaron	altas	densidades	celulares	viables	del	orden	de	8.52	x1011	

UFC	 mL-1	 (Tabla	 8.7);	 sin	 embargo,	 a	 las	 20h	 de	 cultivo	 se	 empezó	 a	 acumular	 ácido	 málico,	

principalmente	la	forma	D-	malato,	la	cual	alcanza	más	de	6	g	l-1	(2.4	veces	más	que	la	concentración	al	

inicio	 del	 cultivo),	 así	 mismo	 se	 observó	 que	 la	 forma	 preferencial	 de	 consumo	 L-malato,	 no	 fue	

consumida	por	completo.	Esta	concentración	de	ácido	málico	en	el	medio	no	parece	ser	inhibitoria	ya	

que	el	cultivo	continúa	creciendo.	

	

El	 cultivo	 alimentado	 de	 perfil	 exponencial	 a	 0.1vvm,	 es	 el	 que	 presentó	 la	 mayor	 velocidad	 de	

crecimiento	específica.	En	este	perfil	se	obtuvó	la	mayor	densidad	celular	viable	(3.9	x1012	±1.55	UFC	mL-

1)	 a	 las	 28h.	 En	 este	 sentido,	 el	 cultivo	 exponencial	 cumplió	 con	 el	 objetivo	 de	 prolongar	 la	 fase	 de	

crecimiento	que	no	se	afectó	por	el	incremento	de	pH	ni	por	la	microaerobiosis	(TOD	0%)	que	prevaleció	

durante	la	segunda	mitad	del	cultivo.	Los	perfiles	de	concentración	de	sustrato	muestran	que	la	fuente	

de	carbono	en	ningún	momento	fue	un	factor	limitante	y	que	A.	brasilense	lo	consume	y	lo	utiliza	para	

la	generación	de	biomasa	no	así	para	la	producción	de	PHB.	

	

La	viabilidad	de	los	cultivos	alimentados	a	los	6	meses	de	almacenamiento,	decae	de	2	a	3	órdenes	de	

magnitud	 en	 cuanto	 a	 UFC	 mL-1	 (Tabla	 8.8).	 Los	 cultivos	 que	 pierden	 menor	 viabilidad	 al	 estar	

almacenados	 son	 el	 cultivo	 control	 y	 el	 escalonado,	 que	 al	 final	 de	 las	 28h	 de	 cultivo	 son	 los	 que	

presentaron	menor	cuenta	viable,	por	el	contrario	el	cultivo	alimentado	exponencial	que	obtuvó	mayor	

cuenta	viable	a	las	28h	de	cultivo,	fue	el	que	presentó	mayor	pérdida	de	viabilidad	en	almacenamiento.		

	

A	 los	 6	 meses,	 todos	 los	 cultivos	 (control	 y	 alimentados)	 se	 encuentran	 dentro	 del	 rango	 para	 ser	

utilizados	como	inoculantes	(107-109	UFC	mL-1).	Por	lo	que,	la	estrategia	de	cultivo	alimentado	lineal	y	

exponencial	permiten	obtener	altas	densidades	celulares	al	final	del	cultivo	(28h),	pero	no	favorece	la	

viabilidad	de	los	cultivos	que	termina	siendo	similar	a	la	que	se	obtuvo	en	los	cultivos	control	(en	mezcla,	

sin	alimentar).		
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Tabla	8.8	Viabilidad	de	los	cultivos	de	Azospirillum	brasilense	(en	mezcla)	alimentados	y	control	

en	columna	de	burbuja	a	2	y	6	meses.	

Condición	 PHB	inicial	

(µg/gcdw)	

Tiempo	

incial	

2	meses	

UFC	mL-1	
6	meses	

Control	
	
%Viabilidad	

100.77	
±5.99	

3.7	x1010	

(±0.20)	
7.3x109	

(±0.18)	
19.72%	

2.3x109	

(±0.36)	
6.21%	

Escalonado	
	
%Viabilidad	

24.06	
±5.49	

8.3	x1010	

(±0.05)	
6.42x109	

(±0.215)	
7.73%	

5.2x108	

(±0.17)	
6.26%	

Lineal	
	
%Viabilidad	

25.57	
±3.54	

8.52x1011	

(±0.51)	
3.2x1010	

(±0.10)	
3.75%	

5.3x109	

(±0.55)	
0.62%	

Exponencial	
	
%Viabilidad	

28.33	
±0.70	

3.9	x	1012	

(±1.55)	
2.46	x1010	
(±0.23)	
0.63%	

3.05x109	

(±0.71)	
0.07%	
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9. CONCLUSIONES	
	

1. Con	el	medio	NFb	modificado	y	gluconato	de	sodio	(5	g	L-1)	como	fuente	de	carbono,	se	logró	la	

mayor	velocidad	de	crecimiento	específica	y	la	mayor	producción	de	biomasa	de		A.	brasilense	

en	matraces	con	ambas	cepas	(Start	y	Calf),	comparado	con	ácido	málico,	succínico	y	glicerol.	

2. El	crecimiento	de	las	cepas	Start	y	Calf	de	A.	brasilense	en	columnas	de	burbujeo	de	6	L	se	ve	

afectado	al	aumentar	el	flujo	de	aireación.	La	mayor	concentración	de	biomasa	en	ambas	cepas	

(Start	y	Calf)	se	obtuvo	en	los	sistemas	con	0.1	vvm.	

3. La	condición	de	aireación	a	0.1	vvm	en	columnas	de	burbujeo	permite	el	consumo	de	la	forma	D-

malato	en	ambas	cepas	de	A	brasilense	(Start	y	Calf),	lo	cual	no	ocurre	en	las	condiciones	0.5	y	

1.0	vvm.	

4. La	acumulación	de	PHB	en	 los	cutivos	en	mezcla	1:1	 (al	 inicio)	de	 las	cepas	Start	y	Calf	de	A.	

brasilense	es	mayor	a	la	presentada	individualmente.	

5. Los	cultivos	por	lote	alimentado	en	mezcla	de	las	cepas	Start	y	Calf	de	A.	brasilense	acumulan		

PHB	de	manera	muy	deficiente	comparada	con	el	control.	

6. No	se	encontró	una	relación	entre	la	cantidad	de	PHB	acumulado	y	la	vida	de	anaquel	presentada	

en	los	cultivos	de	A.	brasilense	cepas	Start	y	Calf.	

7. El	 cultivo	 alimentado	 de	 forma	 exponencial	 permitió	 obtener	 la	mayor	 cantidad	 de	 biomasa	

viable	al	final	del	cultivo	comparada	con	los	cultivos	de	perfiles	de	pulsos	y	lineal.	

8. La	 vida	 de	 anaquel	 a	 los	 6	 meses	 es	 similar	 entre	 el	 cultivo	 control	 y	 los	 cultivos	 por	 lote	

alimentado.	

10. PERSPECTIVAS	
 
Para	incrementar	la	concentración	de	PHB	acumulada	por	las	células	de	A.	brasilense,	se	propone	hacer	

cultivos	alimentados	con	la	fuente	de	carbono	en	donde	se	limite	la	fuente	de	fósforo	y/o	azufre.	

	

Por	 otro	 lado,	 se	 propone	 evaluar	mediante	 qPCR	 las	 proporciones	 de	 las	 cepas	 	 Start	 y	 Calf	 de	A.	

brasilense,	durante	el	cultivo.		
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12. 	Anexos	
	
Anexo	1	
A	continuación	se	muestra	el	espectro	infrarrojo	obtenido	del	reactivo	PHB	de	Sigma	con	98%	pureza,	
en	donde	se	observan	las	bandas	características	de	este	compuesto	a	1728	cm-1	(C=O)	y	2928	cm-1	(C-
H)	[Hon,	et	al.,	1999].	

	
Figura	12.1	Espectro	infrarrojo	PHB	comercial	donde	se	muestran	los	picos	característicos	a	1728	y	2928	
cm-1	
	
Debido	a	las	dificultades	para	obtener	la	curva	estándar	de	PHB,	se	utilizó	una	metodología	modificada	
de	Law	y	Slepecky	[Cholula,	2005].	En	el	cual	se	obtuvo	una	pastilla	blanca	que	se	envió	a	infrarrojo	para	
su	caracterización	la	cual	se	muestra	en	la	Figura	12.1.	
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Figura	12.2	Infrarrojo	de	PHB	obtenido	en	laboratorio.		
En	esta	figura	se	observa	el	pico	cercano	a	1728	reportado	para	PHB,		sin	embargo	el	de	2928	cm-1	se	
encuentra	opacado	por	contaminación	por	grupos	alcoholes	característicos.	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

	
	

	

	

	

	

	



	 82	

Anexo	2	
Los	análisis	estadísticos	se	realizaron	con	el	software	libre	R,	con	las	funciones	aov	(ANOVA)	y	tukeyHSD	
(Prueba	poshoc	Tukey)	
	

	
ANOVA		

	 Df		 Sum	Sq	 Mean	Sq	 F	value	 Pr(>F)					

Carbono	 3			 4.476		 1.4921	 52.36	 1.33e-05	***	

Residuals	 8		 0.228			 0.0285																							 	

Signif.	codes:		0	'***'	0.001	'**'	0.01	'*'	0.05	'.'	0.1	'	'	1	

	

TUKEYHSD	(posthoc)	

Tukey	multiple	comparisons	of	means	95%	family-wise	confidence	level	

	 diff	 lwr		 Upr	 p	adj	

Gluconato-Glicerol		 1.489313743	 1.0479315	 1.9306960	 0.0000222	

Malico-Glicerol		 1.481621886	 1.0402397	 1.9230041	 0.0000231	

Succinico-Glicerol				 1.157681886			 0.7162997	 1.5990641	 0.0001419	

Malico-Gluconato			 -0.007691857	 -0.4490741	 0.4336904	 0.9999320	

Succinico-Gluconato		 -0.331631857			 -0.7730141	 0.1097504	 0.1531048	

Succinico-Malico		 -0.323940000		 -0.7653222	 0.1174422	 0.1653265	
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ANOVA		

	 Df		 Sum	Sq	 Mean	Sq	 F	value	 Pr(>F)					

Carbono	 3			 9.496e+19	 3.165e+19	 13.02	 0.00191	**	

Residuals	 8		 1.945e+19	 2.431e+18	 	 	

Signif.	codes:		0	'***'	0.001	'**'	0.01	'*'	0.05	'.'	0.1	'	'	1	

	

TUKEYHSD	(posthoc)	

Tukey	multiple	comparisons	of	means	95%	family-wise	confidence	level	

	 diff	 lwr		 Upr	 p	adj	

Gluconato-Glicerol		 6.815e+09		 2738159376	 10891840624	 0.0030304	

Malico-Glicerol		 7.900e+08		 -3286840624	 4866840624	 0.9226331	

Succinico-Glicerol				 2.650e+08		 -3811840624	 4341840624	 0.9965451	

Malico-Gluconato			 -6.025e+09		 -10101840624	 -1948159376	 0.0064355	

Succinico-Gluconato		 -6.550e+09		 -10626840624	 -2473159376	 0.0038803	

Succinico-Malico		 5.250e+08		 -4601840624	 3551840624	 0.9747964	
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ANOVA		

	 Df		 Sum	Sq	 Mean	Sq	 F	value	 Pr(>F)					

Carbono	 3			 3.1523	 1.0508	 779.1	 3.33e-10	***	

Residuals	 8		 0.0108	 0.0013																							 	

Signif.	codes:		0	'***'	0.001	'**'	0.01	'*'	0.05	'.'	0.1	'	'	1	

	

TUKEYHSD	(posthoc)	

Tukey	multiple	comparisons	of	means	95%	family-wise	confidence	level	

	 diff	 lwr		 Upr	 p	adj	

Gluconato-Glicerol		 1.27575407		 1.1797309			 1.3717772617	 <0.001	***	

Malico-Glicerol		 1.17992538		 1.0839022			 1.2759485684	 <0.001	***	

Succinico-Glicerol				 1.05271586		 0.9566927			 1.1487390464	 <0.001	***	

Malico-Gluconato			 -0.09582869		 -0.1918519	 0.0001944957	 0.0504584	

Succinico-Gluconato		 -0.22303822		 -0.3190614		 -0.1270150263	 0.0003368***	

Succinico-Malico		 -0.12720952		 -0.2232327	 -0.0311863329	 0.0120722*	
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ANOVA		

	 Df		 Sum	Sq	 Mean	Sq	 F	value	 Pr(>F)					

Carbono	 3			 8.590e+20	 2.863e+20	 759.9	 3.67e-10	***	

Residuals	 8		 3.015e+18	 3.768e+17						 	

Signif.	codes:		0	'***'	0.001	'**'	0.01	'*'	0.05	'.'	0.1	'	'	1	

	

TUKEYHSD	(posthoc)	

Tukey	multiple	comparisons	of	means	95%	family-wise	confidence	level	

	 diff	 lwr		 Upr	 p	adj	

Gluconato-Glicerol		 20270508747		 18665460018	 21875557475	 <0.001	***	

Malico-Glicerol		 1413804922			 -191243806	 3018853651	 0.0856777	

Succinico-Glicerol				 883804922				 -721243806	 2488853651	 0.3551552	

Malico-Gluconato			 -18856703824		 -20461752553	 -17251655096	 <0.001	***	

Succinico-Gluconato		 -19386703824		 -20991752553	 -17781655096	 <0.001	***	

Succinico-Malico		 -530000000		 -2135048729	 1075048729	 0.7228504	
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produce key signals ~nd components of plant g;J'"Owth promotion in 
association with several plants, including wheat, sorghum. bartey, 
rice and m~i2e (Fibach-Paldi et al, 2012 : Okon and Itzigsohn. 1995). 

A large number of Iiterature has been published on m·e 
mechanisms of acrion and beneñts of rhe consomum planr
microorganism (Bashan and de-Bashan. 2005 : Fibach-Paldi el al~ 
2012). Furthermore, the effeer of submerged culture nurl'iems on 
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2.011 : Fallik and Okon, 1996: Joe el al., 2010: Kefalogianni and 
Aggelis, 2002}. Mallc acid is one oflhe mosr common nurrients for 
A. IJrasilense. An important field of study with signiñcam industrial 
implications can be the understandingofhow operating condirions 
can modifY biomass yields on cultures, based on lhe consump
tion of malic acid as a carbon soutce. This is because there is a 
misunderstanding in lhe Iiterature aoour the consumprion of buth 
stereoisomers D- and L-malic acid. Even more, me highest biomass 
yields achieved using tlle mixture of rhese stereoisomers h~s been 
reporred in comparison with olher caIoon soutces, w¡rhout specify
ing whemer borh were consumed by the micl'oorganism (Kamnev 
el al, 2012: Konnova el al, 2003 : Rodelas el al.. 1994: Westby et al., 
1983). However, Fallik and Okon (1996) reported thal A. brasírense 
is not able lO use rhe D-srer'foisomer. Certainly, as a consequence of 
this, L-malic acid is commonly used as a caroon source (Cappuyns 
el al, 2007: Ona et al.. 2005), supported by the faet that roOlS selec
tively secrete the L-srereoisomer, wlüch is used by planrs as a signal 
to recruit beneñcial rhi20bacreri~ (RudIappa er al.. 2008: Westby 
el al.. 1983). Nevertheless, D-malic consumption was previously 
reporred in wild-lype strain Sp7 and also in mUl~nt defective lO 
produce polyhydroxybutyrate (PHB) (KadOUIi et al.. 2003 ). 
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.i'i.ity lO CJXYI<1l by A _ Ln ,ui>rn<tzrd cultur .. (Didon<t 
.00 M"PiIIo<I. 1997:0n.l ... 1. 2OOS).II«<. w< <v.lu"" lb< <!!«t 
o( 111 .... d ill'""",t ..".tioo ror-.!itioo, on A _ikm< tin«i", o( 

lrowth al two "",ti ... M<xicon ,,,.i,,,. nom<d 5tart ondCo'. ~ 
.,. por! al .n inoculont fonntdotion in Wxico dwirllllh< lo" 1 S 
)'< . .... willl . n . p¡>Iiatioo b<tw<ffi SO x 10'.00200 x 10' ~ 
p<' )'<. , . ~. _ ..... ;¡J""tM ,1>< <ff«t o( ,1>< .."._ on ... 
.00 "rn,¡ul< roruumpIion .. e,¡rron <oore<. PI!B prodoctioo. fol _ 
lowi!lll cul'u", .. ti.lbI .. ,och .. pi! .00 di .. .,Iv<d <>XYI'" 1< ........ 
• 00 00< )'<. , ,h<lf ~I< al • ~quid inocul.ln' rormul.lti"" b>1<d on A 
brwi"",, from bubbl< mumn.~ cultur ... 

Two"",ti"" M<><iun",.i .. alA bnHil<nl<. rwn<dS, .. 1.ooCoif. 
rrom t I>< <:<JOlpony Bio(. brie,¡ Si¡lo XXI SA <1< ev. ",I'"",roll<rtion 
....." "«<1 (TNj illo-RokUn" ;ol. 20 1 J ~ AA odditioo.ll <.tI b<nk i.> in t'" 1;_ Uni'" , .... iomodk>l""->r<h ' ",tiM . .. UNAM. 
'"""" «,. i", '""'" nmly;.out<d by ProI'""..,.- )<su, C.b.lU.,.".. 
M<11odo 1'Iill. (Ca;·UNAM. M<>tico). 11>< di!f.,.."", 11«......, bOIh 
.". i ... iI tb< • bility 'o >d.Ipt 'o d ill'""",' ty¡I<> o( ",,1, witt.Ln_ 
(TNjillo-~oId.in .. . 1.. 101J). PtN:III'""", '""'" p<rfonn"¡ in SOO
mi ~ fWl« (I'yr<x. _). , JO ' e. 1 SOrpm. (On"i"'!IlI 

lOOml o( Irodill<d NFb. whieh ron,';n< (111): S.O oo.· rulic ocid. 
o.SK, III'O., 0.2 M~· 1I1,O. 0.1 NoCI. 0.02 C.a " 0.012 F<0;(4. 
o.OO2S N.I, MoO.o , 0.01 MnSO.o. 4.8 KOIl O.) NlioUO.o1 H,BO.o . oo 
O.) al)'< .. t<xtr>ct. 

a.ct<ri;¡i lrowth w .. d<t<rmin<d by 111 .... m<Ihot:1 ' optie;¡i 
<l<Il<i'y .. 600 run (B<cm..n DiJ7JO ,p<etrop/KJtorn<,. IN USA). 

d[)' ,""i, h'. ond colon)' form;!IlI uni" (CFlllml). CFlllml ...,.. d<t<,_ 
min<d by l ' 10 «ri.1 dilutiom with N.a 0.8~~ cul'urtd ;n .olid 
NFb m<d;uro with ConlO I'<d", JO±2 ' C lo< 48h. SOOd NFl>
Coo¡o ~ m<d;um contoi ... (111): S.o ov .... lic .cid, o.S K, I1I'O,. 
0.2 M¡so, ·7It,O.0.1 NoCI.O.o1S F<CI,.o.J o()'<. "<xtr .... ond 16.0 

"''''''_'''''' " .. , m llm l w ....... ......" ...... hym"k;",y_ 
inI; ,1>< nurnb« o( coion;" in lb< ~ri di,h by ti>< dHutoo roctor. 
CFlllml w .. >1<0 "«<1 r", mooj,orinJ; tb< .ht-lr· lir< o( Ih< liquOl 
¡>r<-formul . t<d b.I<'<ri"¡ cultu", .. room ,<1IIp .... tur< (n _26 ' C~ 
11>< 1h<lr r",muloti"" i, • pro¡>ri .... [)' fonnuLotioo al Biof.briu 

Sil!<> XXI 'iA <1< ev, ' OO 'riol. '""'" modo< . t 4.00 12...,.,tI\< 
by triplje,¡". 

Corbon "'"'''''' ",,",um¡>tioo w .. p<rform<d u,in, .., 'l\l)'mItic 
ki' ro< D· moI .. < (c. t>I"I 1121 SSSSOJS. R_ Bi.pl-.mn. Ro<!><, o.rm_ 
.t>dL ¡;"mw>y) . NI ..... 1.I1< (C . .. 1"I101J90680JS. R· liop/wm. 
Roch<. o.muUd~ G<nn.IIl)'). In "'''''''''[)' . .,.. ..... W< ~ oo<idi'M 10 
0 .. _ .... " by Iliroti".."id< _"" dinuc_id< ( NAD) in tI>< 

" 
pt....-.c< 0(.,.. moIol< d<hyd""""",,,,. o...looc<tot:< i. COIYo'<rt<d by 
,1><..."., <"'.,.."., ro pyru ... <.oo ro, . W!><"';n ti>< .:mun' o( 

NADI! rorm<d w., "oichiorn<tIie;¡JJy <QUoI1 10 tI>< """"'" o( .,.. 
rn,¡u". On lb< _ tw>d. "nul.ll< ~ o.<idi,M lO o .. looc<tot:< by 
NAO in lb< PI'«""" al .. "",1.11< <l<hydr"".....,. In otd<r., r<fIlOIo'< 

. 11 0"-"''' .• «<00<1 "'_00 ,,1«1 pIoa e,¡"Iy;r<d by tb< 
' Iu .. mot<-o .. _ .... " "."..."i"""" CO", .. "tilll ;¡J l~" 
'0 , ... port.ll< in ti>< ¡>r<S<flC< o( ....,u,,""'I<. fI"", lIy. !he .moun' 
o( NADI! form<d w .. "oich""""riully «¡tLll to ....... 1.1 ... In bOIh 
e ....... NADI! .... . "", .. <=d .. 114, 140 . • Nl16Snm (Sh<fI, .. ;Il. 
2010~ 

l'oIyhydroxybut)'rot:< ( PlI B) w .. Q ""ntill<d by winl; ti>< m<thod 
",ponM by Llw .00 Sl<p<ek)o (1961 ). bu' wjth JOm< modil\c;ltiOOl. 
B""Rv. " "."'" ."". «,,, (from 1.0m' of c"', .... c mcd; .... ) w,,,c 
incubo.tM rOl 1 h .. JO ' C wj'h 1.0 mi al «>dium I>ypo<!wril< (6X. 
./V~M<retfltrirq.¡'ion(ll.ooo _ .. 1 Smin~ tb< h..-hloril<w. , 
"'mo:JV<d. ond ,1>< ",ntrtf~ nut«i.>l w .. w .. h«! wj'h l.oml o( 

di.>tiUM "'''<1". Mt<r w"hinI- LO m i o( coId ~OO< wu -. 
etfltriftlJi<d "Pin (11 .000 _ .. lSmin).oo n"",Uy, ",,,,,,nd<d in 
Joo,.J o( .. 1><001. f Of PI!B hydro/y<i, ro crotonic O<id. .. 1><001 
w .. ",. p . .. t<d by I><ot:illll ti>< .. mpl<.t lO 'e fI"" .,illili't<'< 
o( <:<JOC<n""M II,SO, ....." >d<I<d ond tb< ",.,...,M ,~ """e 
k«p in.., """n ro< 4 h .. m -c. CooIM .. mpl<l ~ ...,...".M 
.. 11Snm u,in, 11,0;(4 .. bI.Ink 11>< ,..oo.rd li"". , ,..;, tioo w., 
PI!B ("IlIII) - 0.1006 x _ (11Snm). qtLIntill<d by ",inl crotooic 
.00 (Silm,¡-Ald""h. St.looi~ MO. l/SA~ n h.l< b<ffi ",ponM tI><, 
,1>< m<thod u«<l in thi, worIc ,_ • "torIlI """"1 .. ",, wI><n 
eomporM wjth .... ellromotov opI1y ~ qtLIntillc.ti01 m<thod 
(ltohtfIodIuh .. . 1.1011 ~ 

1 .J . CUIt"", ooodilioru in pn<Umatic biorrGcton. <loto oa¡..,i_ 

""" 00""'>4 

A __ S,." . oo Coif ",. in, '""'" 1r<>Wn in i>diYMl",,1 
SOO-ml E.rI<nmty<, 11\.111< fLl<1«(1'yr<x. Mbieo)oon"iniq: 100 mi 
o( Irodill<d NFb culture m<di. "' lO ' C. ond 220 rpm (aSI. N<w 
8run<wick_lw<_ Co.. lJSA~ CtdtU!'<l,",,'" corTiM ootin tlom<_ 
modo< OObbl< muro", with • oominol vol""", o( 61 ...... ond 

worI<illll Vúlu"", al S li t .... (d;'"",' ... I><i, h' ",io al S:l ~ N,r, _ 
'ion ,,' .. 0(0.1. o.S, ond 1.0 vol""", al . i, pt< m<diun ><>1""", 
(wm) '"""" ... I""t«l ro< I>oth A -.. ,U. ;n< ",inl >1<0 tb< 
Irodill<d NFb cul'u", rn<di .. Tbi. 00_ m umM '""'" d<lil""'l ro 
luv< tfIotIJih por!:> ro< pi! .00 di. __ «Mion (OOT) <~_ 

'rod<I. • • _11 ., inocu]o,ion " ol """tinl. Ai, w., ~It«d throu¡¡h 
• 0.4 S "'" ni' ... (MiII<x. M<rek_MiII;por<. USA) brlot< <""""1 tb< 
eoluron ond bubbi<d 111""-'11> . lintt'r<d 11 ... di!fu"",. 11>< only ron_ 
'roilM po,om« ... w • • tb< t""'pt<",,,,,, (:IO ' C~ OOT. t<11tpt<. tu'" 
. 00 pll '""'" dilplol"d ""Ii"" .00 "orm in • lurd dri ... lo< runb« 
" ... I)'Ii. Uli!lll' tlom<modo< <1.1,. ocquilition control ,,,..,,m b.I«d 
011 LlbVi<w'" (TNjiUo-RoId.ln <1 . L. 20011 ond in M>ll )1011030 
Ap¡>Iilroa "" <1.1 .. ocqui.i'ion control '''''''.,11. 00 · Iin< o¡>tic.1 dtfIlity 
600nm (B<c<rn.n DiJ7)0 >¡>«tro¡>hotom<l"', IN lISA) ..... foiIow 
<V<'r'J' 4 h durillll ",1<""", 

,. I'ri ..... d .. Wo. ~NA ,,_. ,rmA ..... , ..... " •• """.,_ 
RT·fUlo"" do<to oooIyIio 

~<f<l'<""" ""'" (D>r~ . 00 ¡(yA),""", ",1«tM trom"O<I pr<>i_ 
ou<1y ~ in qtWlti,.ti .... lT . PO. . uoyo for A Muiltru« YocMill.!n 

. 00 ""'- 2(14 )(T.I>I< 1 ~ NCI\I', pri""'" bI .. t w .. ~ IOd<lj¡n 
,1>< oth<n prim<n in T. bI< 1 (y, .. . lo. 2(12). Pri""" dlcit'flCi .. 
w«< d<t<rm;n<d by roru;trurtion o( • «ondord c""'" u ....... fotd 
«ti.II dilution. o( pooIM cllNA I<mpl. 1< (T.I>I< 1). 

TOI.II RNA w .. ml<rt<d " 1 .00 20h o( culture "". , tb< 
b<¡jnnin¡ ,,'" <ndinJ; al lb< .. pon<nti.ll ¡rowth phH<. 11>< RNA 
w .. iIoI. t<d ""illl ,1>< ZR Full&o'l18o<t<riol RNA Min;Pr<p (Zymo 
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• ._-..-r-"'" ___ ;.,,., ,.,,.,.. - --,~-]') --(~-~) .. _ . =-~ """""'=~1U ~~ - ~~ -~ - -~~ .. ~ 
Rr><. rch. CA. lISA) rombiD«l wilh oo-roiumn IltUs<I trutm<flt 
"'¡na: Turbo-ON . .. "" (Applird Bi"'Y"<m./Ambion. 'IX. 1M). fo!· 
Iowinl , .... "",,"uf><1"""', ~oo.tionll_ In or<I<r to "'"""'" 
rompl ... ly """""io !>NA. DN ..... I iocub,¡tion .... . ,,'ffid«! 'o 
lOmin" J7 ' C. 11>0 J<NA ;nt~ty ..... _n<d in L5~ '&ol""" 
"I .. n<l ti>< """",,,,,.!ion w .. Q ...,till<d by rn,,..winsll>< opt.,,1 
<kn~ty (00)" 2m u d 200nm in . .... """"'" "1>-1000 ~ 
trophoIomr< ... (Th<nno Sci.ntil\c. MA.l/SA). Th< ftrstcDW, "'.00 
w • • synlh«iH<l from 1 O"lIol to .. lKNA.winl;'h<mous< ~ 
mur¡"" Ir<!k<m;" vi"" (MMLV) ~ tr;u"<rt¡>t>s< .00 r.ndom 
...... ".,.,.11<;"..,. w><I<r ronditioru <I<>Crib<d by 'bo lNnuf><tu,", 
(-....n, .. I..ir. Scj"""'. MD, USA). R .. ctionll al 11,.J _ .... 1· 
........ ront>ini ... 6.0 .... of SYBR VftIl PCJI ..... ".". mi>. (Appli«l 
Bios)l>l<fJl.O. CA. USA). ISO nM of pri ..... , " Id SO ... t<mpl.lt<. _ 
.. "'ion ¡"",b,¡tion w .. SO "( lor 1mi ... 9'; ' C for 10min.oo 40 
<.)OCI .. of 95 "C ro< 15"00 60 ' ( lo< 1 mino Ampljl\c,,;on .... . ¡><ro 
_ in • Pi~1 2~ RT· PCII. (Th<nno Sciffililk. MIl. lISA) _ 
m.lyU<l with Pil<oRr, 1 _ ... u. 2.1 (Tb<fmo Sci<nhl\c. MIl. l/SA). 
Amplil\c.tioo oll\cioocy (E) ..... c,¡lcuL>t<d (SdIwm ....... 20(4). 
Sp<cillrity of Nch . mpli!lc.ltion .. ><tion ..... oon/lrm«l . .... lyzinl 
tb< "",ninl """". AlI =¡>IiJlc>tioo <ll\ci<oci ..... ", . """, 981: 
(T.bI. 1). AII !W1I¡>I ....... [\I/l by triplja" "Id ~ti", cootrol. 
"""" inelo<lo<l. qKT· PCJI "" ... ""'¡ysi. w • • am..l oot"';"I tho 
2-~'>'" ...... hod ( U • • k . oo Schmitt&ffi. 2001 ). 

AlI .x¡><ri .... "'" ... '" indopo_n~y ¡><rfonnM .r lo." in trip
""", . no om.l'ffiC" ' """'1 """"",n'" ... '" ... , .... "'" W Ltn 

ANrNA >n.OIysi. (p . 0.05) ... i"l DfSIGN· 1'XPf.RT ~on 8.0 (St.,· 
f..¡", Ioc. Mi"",,.poli~ MN). 

11. Aroopiril"'m """il ..... (5,,", 0Ild CDIf urai"lzrowtIt """ 
~ ""¡ot<""""mptioo 

n.. drortd ...... tioo (lll.0.5 . no 1.0 vvm)oo pnt"WJ>.l.t>c biofo.. 
"-"1 .... <WOt" ''''Irowth .00 .,.."",1." COO!Iumption d two ditr ..... t 
" "im d A ~ (St"" . 00 CDIf) i.1hown in Ep, 1 "Id 2. Ao 
~ ,"'1fOWIh w" [01_ in <>11 rulto .... ~ "", .. unnl 
u.. optic. l _ity "Id ~ .... <0100)' foomi"l oni'" ¡><r millilit", 
(CFUlml) in .. I<" t t~ i_"..oo.nt .x¡><ri .... n'" (¡><r ..... .rioo 
.... ). Moroovof. with u.. inl_ 10 "...,.ido onifonnity in romo 
""""1 tho lrowth of A bnl>iI<ru<, it w .. do<"itIod to initi .... 1I 
"¡oruClo. culto ...... . n optial _ity d 0.1 ±O.04AIJ (tiOOnm) 
by "01"1 "'" "",,"",poodi"l vol""", o( i""",luro from <h>Ic< 1Ll< .... 

El- 1.\-C """'" ,''' lrowth kinotico in optic. l tIonoity o( A 
...... I<tu< St." « .. in CII""",~ "Id fi&. l ])..f """""" .... -,; • • 
"'il)' ....... " ...... . , ("'''''Iml A ................. ,,,.. h' . .... ' .. """" 
(n .. ±1l19AU or 2.86±O.'" • 10' CfUlmI) w • • obUinod in ruI· 
lo .... aniod oot " .... Iowo« .. ,.tioo ,," (Ill VYm]. "'" 
<IocrN>O<l wi'h ""¡>«1 'o .n ioc",. .. ro 0.5 or l.owm (T.~ 2~ 
In """'"' ' o rornl"'" t'" bi<>m<H lrowth . monl _ . tion ....... 
u.. biotms, dI)' wrilht w .. &tonni_.r t"'.oo of CIII'IW< 
(T.bI. 2). A b<h.I ..... imi", to , ... optic;Il doruil)' .00 .... ""bilil)' 
w • • fount! ob><M"I • hi ...... biom ... (o.96 ±o.lSIll) " ,1>0 Iow· 
........ ti"" , .... . 00 "'-'" biom.¡ .. ",''' hi .............. (0'81 ±o..04 

_-1 .. ) _1" -... -~ 
_ ........ {lO") ... - "' ...... _ ..... ¡>o,., ... .~ --.. - --

. 00 el51 ± 1l001ll " 0.5 m11.ovvm. ""¡>o<o"o'dy). On ,''' <Jlhor 
tI.In<!. t'" , ._!Ie lfOWIh , ... (r."",.1<tl ~ ... inl optic.ll do",ity 
"''') w '" Iow..- . , o.S wm (1l1l ± 0.02 h-1]. . OO ,"' i<tiall y ,imi · 
I.".ro. l . ro l.o.vvm witll . " """del11 ±1l02 "Id 0.19 ±0.o.l h-'. 

""portiv<t¡ (T"''' 2~ """""""'. in rulto .... am..l "'" "0.5 wm 
.... I>iotm<, l rowth <N~ eIo« 10 10 h d cuI'ur<. _ cultu, .. a,· 
ncd '"',., ' .0 wm «&>cd ro l row " ,,., 1 O h 01 CIIkW"C. In _ "",,,,, 
.... 1Iio<n;a" . " "'" ,...,., ' is"';!Ie. nlly I~ Itl.ln t_ obUinod in 
CII" ...... .r).1 "'In. w ......... ".. k biom.¡ .. lfOWIh w • • oI!tIi_ 
. _15 h d rulto", (El- 1 . 00 T . .... 2). _ ffitl 0( .... """","" • 

"'" "....'" «t O.S . OO 1.0""" cuI'ur .. w • • t<;ochotl w ..... L· ..... I ... 
~tr .. ion w., n,,., or b<iow o.S 11'- f o"""""",,, ... 0.1 wm . 11 
<>-""];a,, ..,., """,o,""" (ft&- 1 G). but t'" COII$Umptioo ' P!»"'fltly 
,"'" mld" . y IIlro<!&h ...... ".,...,nI .. , ".... .. o( 1fOWIh. w ..... L· 
.,... .. w., ,,._ l.o.lIllll 0.5vvm. <>1""", l.olIl d D· ..... I .. . 
w • • ~ whilo .. LOvvm ......... " ... , no! """wn«I by 
.... m""""",,,,UII (El- 111 . "" 1). 

A vory IimiUr ". ... -,;or w • • founcl in rull ...... <miod o," witlt 
A _ CDIf ",;Un. ........ hip.r bi""",. w., ob!;unod in 
CII" ...... arn.d 00' ., .... Iow..- ..... .rioo ,,"(Ill wm) wh<ftrom· 
¡>.1t«1 too.S."" 1.0 VYm (fi&. 2.\-Cin opór" _ity . oo fi&. 2])..f 
in ""bilil)', ' ro T.~ 2). M{U()Wt". "'" nn.tl biom.¡ .. r<>nCffi1r.· 
tioo "", .. Lftd ~ dry ....-w<1 ,_ • ".tI.I. i ... ,imiJ.t, ro t'" 
optic.Il _ty . oo . i>bility. boinl niJho< .... bi""""," ,''' _ . 
«1 ..... .,. "'. (!.JIHo.J511l)' th;an ,''' hil ......... .rioo , .... 
(0..75 ~ OW< . ro 0.1iS ±o.OOlll .r el5 _ LO .... 1n. !npOCIi .... l,). 
F."hormoro, t'" 'pori!Ic lfOWIh , ... W • • • 1", ......... , 0.5 wm 
(0..1 7 ~ o.o¡h ' ) t""n" 0..1 ."" 1.0wm witll • • 1"", dCU .. ±0.02 
. no U':ll ±U1l1 n-' . ~p«1lv<ty (n .... ' J. 

M<lit .... ll)', in CII"~ c>m..l 00'" 0.5 . "" 1.0 ""m.I ... A 

"""is..n.. ÚIIf lfOWIh <N~ <lo« 'o 10 h or rull""" wi"' ...... 11 
do<r<"" i. optic¡tl ","",ity in botb , .... (El- 2B . "" CJ. Simi · 
Lt~y ro A flr.,is..n.. SI ... ,Ir.in (El- l B . "" C~ tho <"" or t'" 
""""""0;1. "....'" 00 0.5 _ 1.0""", CIIk ...... w .. rH<hod w ..... 
"",,1.1 .. «n«ntWioo w .. "" ...... b<Iow O.5l1l ..., tlwt 2"" o( 

<>-""];a,, ..... """wn«I .. 115 ""In. _ 00 ... "", ... roruumptioo 
w • • obsorvod .. l.o.wm (EI- 2II_1).AI 0.1 wm ''''romumpti'''' 
d <>-m.ILttt .".,."",,1)' .. ,,'od midw.y ' htooJ:h ,''' <ItpOI>ffiÜ" 
"...... d ¡rowth. ,.,....., " ..... 1 ... w .. ""OW 1 .o lll (fi&. 2G). . ro 
lo .. tlwt Cl5 11l d <>- . 00 ",,,,,,l. ,, .."".¡_., tho <n<l or t'" 
CII"W= f;l.lik . 00 Oi<on (1996) t<portod t"'" w ..... bioro ... ", cuI· 
to ........... , am..l "'" by . fod_b.1I'" "'''OSY winJ; .,..",,];al< ... 
arllon ''''''''',j ... , ",,,,,];al< w • • roruutIlOd ~ A ~. In tIli. 
a ... .... di',.,¡vod oxyzffi ' ,"",ion (OOT) w .. ""in" inod nN'SOI: 
(with ""¡><C! lo . i, .. tu," iool''''''''"''"'" . • ,aoon d O! "'" "",nti"" 
...... 1 ..... or .. ,.tioo or 4it;ttion "'"" in """" rulto .... lo ron· 
troI DOT ( litllik . 00 0I<0n. 1996). n.. prd'< ........ or ... m.>Ii< by A 
"""is..n.. i .... ~ d ,''' <>-form. mWtl'" .. ooci .. od to .... f;act """ 
~ <dK1iv<1, «<"'" .... "" ...... """""'.00 .¡>p>t<n~y ¡>I...," 
o .. i' ., . """,,l ID """"' ".....na..1 rhi",b;art<ri. (Rudr • ..,. ... L 
lOO8, W .. 'by".L 1981l 

n.. util ,"i"" d .,...,... .. _ """,1 .. , .. r.rnoo """"" 
""""' .. ro>i< roodihom an ". .u¡>pOrtod ~ di1!..,..", ,"",ytnO> 

witlt b,o.od ,pori!Icity rodod in A -.... ,....".,. ]j"" l · 
i"'!>"OPYlm.t .... don,d,..,..,.... (Gffi8;anlt, E2Q09S1Ll. rodod 
~ _~ """"i",, ""Lttt~ ...... dohyd"""",,,, (Gffis,,,,,,, 
CCC97l71 1) . "" ...... .. dohy(]...".,.... (G<ft8;anlt, CCC9904S'.1 
rodod ~ <ndII). Tbi. roultl i""',." • dilf."",' i>1 rosul.r ... in 
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...... _,.,-."' .. _ .... _.,_ .. _I'-<). .... ___ 'II>-n..-(_...-I ... .-(_.-I 
_ ... (c..-'I ... _U-L ..... ____ I"_m __ ........,'.._ .... .. ___ ot ......... , .... oIO', ( ... , 

"'1""''', _ \.0 ...... 1""'" 

" ti>< hi, h<>' ",. tion r." (LO ...... m). " :!Oh of cul'Ul'1O nB ..... 
~ (_4.76±Q.26 foid) . nd md~ ..... m,¡¡" ... in<d "",,"n' 
(L 16 ± 0.1 7 f<>l<l) rom¡>.l~ wilh 2 h of C\ll tur~_ 11.< ~ m • ......" 1<"" 
arA .... . W<d (M<MiU;an.oo ~ 2(14). wIlich "' .. "",¡",.¡D«I 
.... bl< und« . U oondition!l .. OOi .... TI>< infomution 0lil,;_ 
in th~ wor\: i.! tho n", r .. , _"1 d¡rr< .... Ii~1 ~tion af 
... .w.t< . 00 .,.m,¡J,,, COI\$U/T\plioo by A bN<i1rn ... c; ... ...,¡ by 
dil!~ in ...... ion th>t roold op<n • now 110M o( "00y. 
~. ,"" ~k 0(<>"",,, .. <OO!Iumplion in C\llt~ ",ri'" 

001 " LOwm in both .... iru (FiI_. 11.00 ll ~ j. ",r";nI~ .. ".. 
ci.ltNl .,.¡,h 'bo <I«'rH>< in biom.o!I. oon,,.,,tr"ion" ,r.. <M af 
th< <X¡>OO<fII,,1 ph>s< • • n ;al", wilh tI>< <I«'r< ..... opóc;al ....... 
~I)' '" ,¡,bili'y (Fip. le "Id l q TI>< d«ru>< jn vi,¡bility mil ht "!lO'" .. """",NI with ti>< l>ck o( <nrfIY """H< moI<eUJ<.< .. 
thr ¡"Ir • • p<>Iyuoch.lM< poIyhydl'<lX)'botyr ... ( PlIB). .ir>« in_ 

mi' ...... th< -.,., mIOW>t of 'hi. rom¡>OW"o<l r ... <>eh ",;¡in w., 
oIItIin«! " Ulwm (T.bl~ 1). lb< hiUor<I PUB C<JO<ffiI .. tion "'<ü 
found " ...... 000 , ... "O(<l1 .00 O.5wm;nSl ... m ;¡jn(H5 ~ 0.51 
. 00 l.l8 ±O,~2 m_JIow. '«p«1iv<ly). . OO CoI/m";n .'<l1 wm 
(1.)5 ±<l15 _11ow).ln <\lIIun> c;unm 00' wi'h Cof m ;¡jn" 
<l5 .... m( Fi .. 2B).oo 1.0wm( Fi .. 2C). 1h< opI",.Id<rujtyd.CI'''~ 
;n 1h< WllOh. bu' oot ,1>< v;.tH1;ty. prob.¡bIy du. 'o . .. n";on;n 
<dI ,Lu< ... . ~ul", o( 1h< ronswnptioo 0(1'118, wh<n 00 <Omum¡>-
000 ot"...,.....OOC\II'!, N~"""" SI ... m . in;, cul'urNI 
.. O.5wm (~ l B). . lmost LOlIl o( D· ........ w .. ronsum«t 
(fIs. 1 H). "'g«tins ,"'-, <dI ,;, ......... oot .rr«t<d. Al'~ 
thj, """'" w .. oot . ;m«! ' o ;m""""" ,1>< .>OCumuLotioo o( P1i8, ,1>< 
<1.1 .. t..... pr...nt<d .... ;n ~, w;'h 011><, "'por!:> ....... ... 

,>1 .... otl.B5.oo 2.86",.... 11ow ....... obt.IUwd ro< . m; .. ..... 
1.lI' rn<d;um (MSM). .,,,, MSM """"" w;'h I Iv<=>! ;n A I;",*",m 
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" , •••• __ • __ " ... / __ ' •• __ .... (»11) .... ' • 

<vI ...... (_ ... _~;oju..D:l7l_ ..... "" .. In_ ___ campomJ"'_~"""" ___ ,,,_ 
(lft olfy....".) .... ~in_IlJ_:,""~..,. ... 
Sp1 ( l.O ....... ~ ..... 2O!2: ............ :¡(I(I(I) ........ : ',11< .11 .... 
Spl4! (1ComnrY ...... 2012l_ ........ Cd (0I00n ...... rip>hn, 
1992:1" iIlIIOIr.on. '98:5 l 

Al ......... ..... ...", ..... (0.1 ........ ) , .... -. obIoiJlOd .. 
tnUI"r<d by opIK.o' _~ty (J.9<HJ.19 ..... U' ;O '.05.w I'or 
5<0 .. 0001 C~ .... iru. r...,.ctiv<iy) w • • l'4/Iet IN" ,...,.. 11<"';_ 
..... Iy ,000000«l by ,." Il'OOP (Tn.\i;Uo-RohUn ti .l. 2011 , wr..r. 
• IYWlmum 1>i<Im;o", <Jl 2..Sl ± D.1 UJJ .... observN In ,r..1« 
1'I.I<kl, IG- _ 11O.).1~ ... ,.; ... 'rd --.""' .. <111' ...... 1110...,.. 
..... .......n. rn.IS:I trUl<f ... ood!ki<nI (kt. oI ll ti I ). In """" I>i<n-
....... .... 'urina w .. <MTi<d "'" •• o..s wm ..... \lit ""' .. Ir.nlfw 
C1IlOOtIIOt,>t .... _ by m..,pnc <!lo "' ....... ,., .. 1mjIo<_ 

YQIIy, lIlr ko.~ la tbo lKIbIIk """""" ~ in IIÑ llUOly .. 0.1 
............ baut ltih-' . .... .- by .... ~ CI'Iomi. 
col (_") _ <DDWm¡IÓO<I _ CTnqjIIo._ ....... 
ZIIlll T1IU -.. k,. •• __ .... -. __ , .... rt\ÍIN 
be ,_ itIr 10< .... bi&brr ..-;ry _ (U6 ~ G.47 .. 10' 
MIl! 1.11Ji \.JI .¡O" ffiJ/nll1or sr..n _ 'fIII. ~~ .. 
......... _01 ....... _ ......... .........._ __ 

Itotn Tn911o-_ ..... (lOO) ........ 1ht _ ~il)" ro. 
.... h .... _ ol A. _ ...." 1ft .... '-' of 4.5.10' ID 
6.1.10'CJ1J/mL _.0<11" ""lO ...... -., ...... .", , ... (al """ ), ..., 
III¡JIOf "\,In ,r-. ~ ro. 11.11<11 ""'Iilft by o... ti OC. (200S), 
_ ~ • "","mom Il'<IWItI of 1.596 ~ 1l.O6, 13)1",0.06, 
o.82ho.o7, . n<l O.682±O.06AlJ I«If'II dlll'erem <Mbon ~ 
. .... ""' ..... 1>-11""""''', .,.fN<t<lOr • • rol .,...~,., ... """Iod)'. 
r.ctI of 'hi. _ OOUI'=< ......, uord ... """""'" .. "'" of CI.02 M 
In I'I'Iinimol mrdiü",(V~ "' ..... 9I7 ).li<I .... S.Ol/l.of .... 
MOl ...... In " '"' -. ()n,¡ '" 01. (200:5) ~ • ""'¡mwn of 
1.OU",om MJ. I~. br' ~.b.l"'" ...... ..,. <lid .... _ 
,ho 1Iiomou ... _ (I .a39",ClOIAll). 1ho we<iII< _~ r" ro.. 
bo1~A __ ......... in<Ultw«.- ..... 0.. ...... ~ 
,;rn¡1u '" _ repomd 11'1' ODI '" 01. QOO5l (o.¡o",OJn ~-'). 
.-...r. o... ..... (2OD5) repomd ..... ,., -.... ...- poi. ....... -... -....... in dIO...,..... p/»Mo: ... lftllioI W1 .......... 
....... II<,J ... _ b¡o. __ ..-.... ....... (",). n.o 
u_IIorI __ wbrDdIO_ ..... .... _ 

"" ...... dl1201olI.03on:1D.D!1"'0117b ' ......,""""' ...... ,., 
....,,. ,,~,-..no_ .. ""' ....... w .. _ .. 
..., _ .. ion ,ondItioft (Rp. 1 _ 1). This ...., \le d .. ,,, GiJl'ft' • 
....,.. in ti>< <111'"", mrdiom uord by 0... .. 01. 1200(5) ........ , ... '" 
di&m.1 ,,1bcHo """"" """"'11\I!MI! ......,boI~m In tldl ¡r.,..;", ,..., 

AI1f11><1&h " .. 'ffid<ocy in ti-.. <ff«l of lho _.<Ion ,.to ft<JI>j", 

.11'111'" In bOth >tr;un>, b<i", hifh<r _'11'OWIh .. -. oer. 
• ri<M1 " .... ,;znilkoo' dirr~ 11«,.,...., ,"" ,_ "'~ .......... 
foun4. -. """poi ..... tI-.. .. "", o:u!'"", condillons (foil!< 1). 
SiI'l'li .... lI<II;ol'i<lr .... 0100 __ In"oo1h ....... in .... _ 
..... 10~ .... iSi ...... II;oe .. ct<n ('TnoJdlD-toIdJn .. 01. :1(11). Thio 
lo po:-, d ... '" MI ~ upao:iry In "'" KnIII'II1 ....... 01 
""e_pat,l')do.....,.~ (........,.~ .. 
ot rtalJ .... _ A _ sr.. ........ WhiIo lIiIh« l'tW O<at
............. __ .óono .... _in_", ....... Jqher 

_j\oId .... _in_ ........ _A_s.... 
_ dIO ......... _ r .... __ <_ ... .01 .... dIO 

("1 ....... (T_ 1). 1'rMoouIy. ti-.. pIoII( ..... _ lo _ 
_ .... "'" LoS1 ""p in dIO p>IymorinIion of _ ............ ... 
(br .......... 01. bnomytin Iftd,"",", ~) ...... ~ in 
'''''.bili1ydA_to .......... __ swro .. Ion.-· 
, ..... ......, found ( K.odouri "' .... 2002). _ .ml ........ ' ..... 
...... 0.1 __ <xo .rol """do< poI)'>O«horldot PIOductlon 
......, IIW>« in ti>< p/5bC muWK. TbI. -.."' oI\oW .. 10 ""-" 

""" ro. _ ........... .-... in.,..".,. 'ObcIiliood aI" ... _ 
(D.'i _ 1.0 ..... _ "'" I'KI"""",- '" cIotru<Od..on:I 
_o1ht< ...... _ ....... .....:IMOdwid5 ...... -=Iioo'of<>ID 
..,.¡"-...... ~""\Ie_IIIor<owr._ ........ .... _ 'o lInd • M.,." ,.'1,11100 .... _ .... 11ft.< m«:bocII '" 
cIo1<m>inr A __ h (T.bit 1). llIb ¡, .-Iy <11>< "' .... 
dirr ......... in~, ond ........ )'I0<<I\0,;0., prod\I<Od .... eh 

...... io n <.'ONli'lon. .rol ''''' '" oin US«1 

J.2. JIt_"''''''''''J5OI1I ........ ' plrond __ .-
lt5 conoiokr.U" .. 10<. IItnple. """.,..,.¡ .mes.... .. == .. 

"""""_ pi! <IOI1ura w" USH. __ .". ... __ 
apticoI ___ ......, '" ti>< ...... ~nodr ........ 

( Fip. lJ-l""¡ lJ-!.J_ ,_ ... , ' "" repomd _ dIO 
pl!a5I5troI .... 1IY4it(0rw ..... 200:5,r ........ _ ..... :ZOlJ). 

"" ft:J"uor iD pI! .... _"' .............. _ dIO ~ 
~ .. ~_ wIIh.".,_to ........ >liIy (fls.1J-l ). 
_ ......... ...,., .......... .".--_ • .,..".,.pH. 
I5einicloo< '" 9J) roe _ ........... corrIod "'" .. 11.1 ...... ..,.¡ ... 
'oU in _ .. ,I\5o,.~ ....... 100 ..... 010..5 _ 1.11 ........ T1Iii _ .... _ In '''''_ .. 'oI ... ofA .. _'ut ... ., ....... 
l5eini ..-. ..,.otic In eor.u 01 .. Mura l"I- lJ-L). 

A _...- In. _ ''''''' of .. _ pll do< '" i1I 
,~,o .."uJ.o, •• rol ... biU .. ,l>tIe 1 ........ , pH ( ~h>n "' ... 
1_).~) 1001...., r""" ...... "oI'rol """i"" "",. (~" "'.t. 1_ : H,¡" ...... M .. oJ. 1991 ). 11"" -.. roport«l , ... , 
whon A _ ...-.. 0tI molk ..w <d . ... """""' .. modI· 
I'yi", ,1"0< mtdi .... _ be<otnH ~"'~ ... ICMo~ ......... W.,...". 
..... V." V ...... 1991 ~ .. obs<1Yod In UIi. _wi1h pH up"'9.5 
( Fip. lJ-l U5d lJ·l). FI<-.-.. under '"""in< pll A _ 
produc .. Iy>i .... ......,.,.ond_in __ ........ 
............. ...., ... _.......,. (-... ...... 1_). _00' ... 
'" ~IIU_ ......... _wilA_irIaNo<ItI-.. N.l 
......... roce. from ~ '" _.". <di ..... im¡5r'ooo:< dIO 

¡row1h_"""""" """ pH ( _ ..... ~. 1'119:"""" 
...... I_~ 

OD tbo ........ l5.o<>d._ \IehMon of __ 1ft>. 

<ion ( DOT. wilb ~ "' ......... _J ~ 10m ... fIInctIon 
oftb< .... _ uord 111 N/15;;In( fII. l M.o).1n _ cllltIIte< pero 
_ wi'" A _ SI.-. .. 0.1 .... two *'>po of [)()f from 

loo. '0 .~ ......... S/II......,""' ...... Ifls. \ M). lhio '" ""'" lik<Iy e_ by , .......... al" ....... boIiInI. pn>boIIIy do< ~1i"1y 
lo L·Iot:~ rnn<IImpllon~, lhe bellnrln¡ of c.non •• OO u..r..n.r 
0·1.n.I .. (~ H;~_"""" 1nC\5ltu ... UtriOdo'''toD.'i ........ 
only ..... dropln OOTw •• _(f""" ,_,. iII",o"701o 1 sx~ 

.. . conse<¡U<n<1t of'''' """'"1'11 .. 10<1 of "''''' ''.'n _'Ion. in cIII· 
, ..... ,1f'riOd oo." 1.0wm ""<...,,..In OOT w .. _, lhi. i • 
pr<5!;obly ......... .". 0lj'Iet5 ,,,,,,fe< "te ..... "-<.'ONlition. 

OX'-., ... _"""'''" ..... 'l5uImoinüioi ...... [)()fCOl\lUnt 
...... lOO1lt5t1-.. "- offAf." ..... """ .... do<r<_ in OOT .... 
-........ wbrD ............ 1 .... ......, ..... 1.01/1. Moo< "'-bly. 
in "'"' .... oin dIO <pOd/Idt)l chontt "'_""' ..... u ,"', 
'" 1iP ......... wI>o, "" \le _ In SI.-. .... ilÍlL n.o -.. in .... _oftl-..OOT ____ toni<oI ... _b0d5 

.... _ "O' I ...... ( fIp. , .. _n.) ..... OU """' ( fIp. lH_lNJ 

"'~-"'_we<iII<_~r .... ('Io, ). 
uuoOd by""''''''1 I.~ .. _,,,"*" _",. ...... Ow<ftIIIU 
in lftmI of .... lpodI\c...- , ...... In ""' ...... e ...... of _ 
ropone<I by p.w "' .... (11190) _ ~ • doauJ< in we<iII< 
¡row1h r ... (o.I7 b .) In A ........... ~ ........... tOni<OI 
out .. h$ OOT ("SI). 1M In tul, ...... corrIed .... . ' -. OOT 
(""'" :JOlI) tqIoot ~1Ic ...- ,., .. 11l2llh-' J ..... oI5UinOd 
(p.w .. ", 1'1'10). 
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• .( ..... _ .... ,_<t ... ,,' , :> ' .. ( ..... ) "-" 

• _.- • _.-
1:.- -,,-

t-I-
'- _1 - " .. .. " .. .. ---...... """ ... _ .. , ... __ .. _ ..... _., _ _ 'AJ_c.fI· ' ... • .... " ___ ,. __ ..... I_U_>o·q 

__ .. __ '(<JUfJoII ... __ .... "' __ .. ~",·, _,~ .... 

ti Sh<If 1ifr_~!Yof A=pjnl!t.m brII>¡_ICaI! 0001 5Iort 

"""M J 

lb< _h promotion in pLInto d<t>Md. dil'K1ly 00 'bo ~ 
<n« of~ .... b>ctori.l. , 00 11>< d<cr< . .. on ~n.1 .ullility thr..,.r. 
ti .... de!«mi .. ti>< 1h<lflif. o(;an ioocul.." fomllll.,ioo (Truji[k>. 
RoId.ln ti . l.. 2OlJ). In ,"" <>«1«, th< inocul.ln" .. , ¡ ... l>I< in 
th< M<xi=l rIW1<<I m 10'-"'" 1 .10' . 00 1. lo'Cf1J/fIll 
..... 2S1l mi of PI",[onnu"tNl prodoct ;, . n ~1< .mount r<lf 
1.0h<rt.l .. (H7 .c .... ~ Th", .... ,I>.I'><1<riHd t"'1h<lr~f. o(~q. 

"id ¡oocu1m' fonnul.lt ..... b.I .... on th< cullll .... c,¡frir<l .." .. 
<l1. 0.5 ..... 1.0wm in both "'.¡ .... W, 51""" .. room t<m¡>rr' 
""'" (ami 22_26 'C~ liquid il>OC\L1,¡nt> formul.ltion lo< ~.oo 12 
Imnth<. ~ ..... pi<> ot .. eh <111'"", (in both ",. in,) w,,,,, 
.. 1'«1 (TNjillo-.oId.in ... 1, 20 131' 00" IN .. thr« .. ml'i<'< w<'" 
~~ .. eh ti"", . .... lIdity rNdi"1(" CRJ¡mI) w"p<rf<>rm<d. 
No .i",illc>nt djlf<l'<flC'" in . ¡.bility w,,,,, o!It>in«l in tI>< r"""u· 
.. tiom o( tr.. nrn 4 mootru .... Ir lir. from culto .... c""«! 00'" 
(U vvm in both " .. i,.. (F~ J ). In A bNsil<n .. 1<0 ... tI>< vi.lbility 
", • • 1.86 ±O.~7 x lo' CFUlm1..oo . t t1>< <nd of 4 mooth< t1>< . i.· 
bilityobt;iil>«l w .. 259±O.0II x 1 rf' CFU/ml (F~ l ).InA_ 
CDII. th< .,;. b ility ol .. il>«l "'., ro< otd<r o( .,..nitoo. hiJ:h<f 
(7.80 ±1.l1 x lO" CFlJlml). . oo " th< <00 o( 4 mooth< Jimil;ar 
";<>111< «11< w«< m .. ,ur<d (S.SO ±o.29 x lO'· CFlJlmi). I~ . 
......., . t ..... tion r.t« o( 05 ... LO '""'" • <1«", ... in l'i.lbility 
"'. , ~ . ft ... 4 tIlOI\tIu o( """ 1< in both ,Ir.i ... ~ 
........ 00< otd<r o( ""I,,;tud< w., "'" . fI<r • p<rioo o( """.1<;ar 
<h<!f lil< lo< . U "'" ..... arrt«l oo~ <x«pt thos< arri<d oot " 
05 '""" withC4f ""in ..-.. • <I«", ... oftwo .,..nitoo. onI<n 
"' .. oIIt.Iin<d. 11><<< "'" ;aro in ~ ..... t with thos< pt""ou<ly 
"""",«1 by '"" 1""''' wh<ff 00< otd<r o( ""F\itoo. on l'i.lbilit)' 
<i<cru1< w., oI!t;oil>«l . ft ... 00< 1<" o( "0<4< in . l;quid fix· 
mw.tiOll ..-.. both <Ir';!I1 W<r< mix«l (Trujillo· Roid.ln .. ,,_ 
2(13). Out ""ul11 . " Jimil .. to thos< obt;iil>«l in 1«I·b.lt<h cuI· 
"' ... o( A -.. wh<r< I _J • 10"CFU/ml ,.,....., oIIt.Iir><d. "'" 
two ""I ";too. onI<n of .,;. bility ""'''' los! .ti ... 6 HO>nth1 o( ,tor· 
4 ' on diff< .... t ooiid a""""" (¡roun<I O< I"oul .. " .... _"'",Ii". 
"Icum pow<I<r, ""''' I"oul«. " '" 1><otoo;,,) (F.I~k "'" Oi<on. ,-, 

St .. ..., "'" utiliz.¡ÚOll o( poI)'b<Uh)<lroxy. lUoo.I" poIym<n 
( """"'Y _"""""'tyr ... ) ... im""","' ,. , ... , ... .,tir. "" ... 
""-1.-n. in t1>< pro<l octioo ofioocu""" ( Oi<on . oo Itzil1Ohn. '995). 
Altho<q;h t1>< . im o( thi1 _ w .. "'" th< i""""""",ot of PlIB 

oorinl cultu",. "'" m',.'ur<d .... """"'" ofthi.lIio¡IoIym<r" th< 
b<¡iMina: of"",...,~.oon (1)1>1< 2).'00 t_1v< month< 
""'.11", worth "Yi'll th.ltwh<n<wr . n <Xp<ri ..... t ", .. don<, th< 
liquid i""","nI pro<loct w .. 1ormu1>t<d 1 .. ,1><11 lit,. V<ty "0"1 
"""""'" o( PlIB W<r< 10000 " th< <nd o( th< 1II<11Iil< ""'4< of ;oil 
cultumo.Jwt in thoo<cultu""emi«loot" O 1 wm byA_ 
SI .... o.42±o.11 m..,..l_ w .. obs<rwd. 10.11 oth<t- "'n ....... 
"",,11« . moun" .. Iow .. 0.20_1_ ......" <I<1<ct«l. Tbo« 

d,¡", ... in . I .........,t with thoo< """",«1 by K>doüri <t ;oi, (1OOl ~ 
wha """",«1 th.It • p/lbC muun. (1<"" "'pon<ibl< lo< t1>< "" ,,'" 
in t1>< pt>lym<fi,moo ofPlIB) d<cr ...... th< . bility o( A _ 
to 'u,," .... w><I<r <"""'" ... ","ion ron<1i'ion~~, ;n t'>< 
"""oc< o( ,,"". 1""'" ,uch .. d«icr .. ioo 01' """"'"' ""'<>' 
<..-'.ctl<d «11. "","ini .. PlIB ,u",i""¡ b<tt ... th.In cdl! wi'h k:w 
PlIB e,"""ot (OI<on "'" IttipoIn 1992). 

n.;. _""""';<1<-<.101' th< n" ti"", . • n ;!I1iJ:ht o( I>ow t)'p; . 
al ",nwi'll'oodition< in """"""tic bior<"-' ..... ,urn .. ..... tion 
"". '>n modily A """ilm« """""""",I\city lo< it. arllon 1O<Ir~. 
A r<ductioo in .... tioo ,," ... ult«! in '" i""...., o(nn.ollliom>« 
. 00 incr<. ,.,.¡ t1>< """,umplioo of .,."""". " hiJ:h<t- ..... tion 
,," ooIy ... m.o"'" w .. eoo,um<d. F'UttIl<rmot<. lo< A..-
• ~octioo in "' .... ion ,," ;¡J\owo . n incrN'" o( th< ,h<ll lj'" 
w i'" 1«< .,;. bllity 10<> rom",,«1 to hiJ:h<t-"" . tion "' ... Fin.oII)', it 
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