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RESUMEN

La problematica del control de las enfermedades de los cultivos con
productos de sintesis quimica estd causando la contaminacion de los suelos,
cuando se usan directamente en ellos, haciéndolos infértiles, debiendo usar cada
vez mas estos productos. Es por eso por lo que, desde hace varios afios se estan
utilizando opciones amigables con el medio ambiente como lo son el uso de

microorganismos que controlan dichas enfermedades.

En este trabajo se utilizé la bacteria Bacillus subtilis, la cual ademas de
controlar enfermedades que atacan las raices, tiene un efecto positivo en las

plantas.

Se realizaron varias pruebas para hacer el caldo de cultivo con fertilizantes
de uso comun como lo son el sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, el Ultra-
K como fuente de potasio, el super fosfato de calcio triple y como indculo se usoé el
Serenade®, para satisfacer los requerimientos de Bacillus subtilis en el medio de
cultivo, ademas de usar un biorreactor tipo Airlift hecho a mano. También se usaron
como fuente de carbono, productos de la cafia de azucar, como lo son el azlcar y

la melaza.

En algunos experimentos, se obtuvieron concentraciones de hasta 10x10%!
UFC/ml a las 11 horas de fermentacién. Los componentes que mas afectaron
positivamente el crecimiento bacteriano fueron, el azlicar y la melaza, ademas del
super fosfato de calcio triple. En el caso de la azlcar, la cantidad mas alta fue la
gue promovio que las bacterias se reprodujeran y crecieran a mayor medida, en el

caso de la melaza la cantidad media tuvo el mismo efecto que el azicar en su
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cantidad mas alta. En el caso del superfosfato de calcio triple, el nivel bajo en
combinacion con el nivel alto de azucar fueron los que produjeron la mayor cantidad
de bacterias. La melaza en el nivel medio y el superfosfato también en el nivel
medio, ademéas del sulfato de amonio en el nivel medio fueron los que mas

aumentaron la turbidez.
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ABSTRACT

Controlling diseases of crops with products of chemical synthesis is causing
the contamination of soils, when they are used directly on them, making them
infertile, and these products must be used more and more. That is why, for several
years, environmentally friendly options such as the use of microorganisms that

control these diseases have been used.

In this work, the bacterium Bacillus subtilis was used, which in addition to

controlling root diseases, has a positive effect on plants.

Several tests were carried out with commonly used fertilizers such as
ammonium sulfate as a nitrogen source, Ultra-K as a source of potassium,
monocalcium phosphate and Serenade® was used as an inoculum, to meet the
needs of Bacillus subtilis in the culture medium, in addition to using a hand-made
Airlift type bioreactor. Sugarcane products, such as sugar and molasses, were also

used as a carbon source.

In some experiments, concentrations of up to 10x10'* UFC/ml were obtained
at 11 hours of fermentation. The components that most positively affected bacterial
growth were sugar and molasses, in addition to monocalcium phosphate. In the case
of sugar, the highest level caused bacteria to reproduce and grow to the greatest
extent, in the case of molasses, the medium amount had the same effect as the
highest amount of sugar. The lowest level of monocalcium phosphate in combination
with the highest sugar level produced the maximum growth of bacteria. Molasses in
the medium level and the monocalcium phosphate also in the medium level, in
addition to the ammonium sulfate in the medium level, was the combination that

increased the highest turbidity.
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l. INTRODUCCION

Actualmente la agricultura esta en una situacion poco favorable en la cual
han resultado una serie de problemas de contaminacion de suelos y aguas; esto
debido al uso irresponsable de productos quimicos, en especifico de herbicidas,
fungicidas y fertilizantes de sintesis quimica, dando como resultado de
compactacion de suelo, contaminacion de mantos freaticos por percolacion,
resistencia de plagas y enfermedades, asi como la muerte en grandes cantidades
de abejas por el uso de insecticidas. Por consecuencia, se esta tomando la iniciativa
desde varios afios de prohibir algunos productos que resultan mas persistentes en
el ambiente. En algunos casos, algunos agricultores estan optando por erradicar
definitivamente el uso de quimicos y adoptar la llamada agricultura organica o
sustentable.

La agricultura sustentable engloba una serie de préacticas, procesos y
productos, especificamente, usar abonos con alto contenido de materia organica,
los cuales se pueden obtener con un proceso de composteo de residuos organicos
que pueden ser las sobras de restaurantes, vegetales pasados de su punto de
consumo, estiércoles, algunos residuos industriales, lodos, incluso vestigios de la
industria carnica como pueden ser: huesos, sangre y cuero, claramente con un
proceso de fermentacién o molienda. Asimismo, el uso de los residuos de cosechas
anteriores, son una excelente opcion para remediar o evitar la compactacion de los
suelos, ademas de funcionar con cubiertas, las cuales evitan la emergencia de

malezas por medio de la sombra, y asi evitar el uso de herbicida



En cuanto al control de plagas existe la tendencia al uso de extractos
vegetales y aceites esenciales que funcionan muy bien como repelentes, atrayentes
y con accion insecticida o acaricida, un ejemplo, es el extracto de ajo, que funciona
excelente para el control de acaros y pulgones, el extracto de chile, canela y
chicalote, que tienen accion irritante. Se conoce también con efecto nematicida el
extracto de gobernadora, para el control de nematodos, asi como extracto de
higuerilla. Para el caso de las enfermedades existen también muchos métodos de
control, también se incluyen algunos extractos botanicos, como extracto del arbol
del té, extracto de Reynoutria spp para control de hongos. También la adicién de
azufre, sulfato de cobre y agua oxigenada. En el caso de hongos benéficos, son
conocidos los microorganismos como Trichoderma y Pseudomonas por Su
capacidad de control de las enfermedades de raiz y aéreas como lo son: moho gris,

mildiUs, antracnosis y tizones entre otros.

En este proyecto se trabajé con la rizobacteria Bacillus subtilis que, ademas
de su conocida capacidad de controlar enfermedades por medio de competencia
por espacio o por la secrecion de algunos antibiéticos, tiene efecto bio-estimulante
en las plantas, que también secreta sustancias enraizantes y solubilizacion de
fésforo en el suelo. Se evaluara la capacidad de reproducciéon de un biorreactor con
un sistema de agitado Airlift, que consiste en cuatro tubos colocados en diagonal
con salidas para aire. También se mediran las condiciones de temperatura, pH,
oxigeno disuelto y turbidez; ademas de un cultivo de Bacillus para ver que no se

haya contaminado con otros microorganismos no deseados.



Il OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar las condiciones 6ptimas para la reproduccion masiva de Bacillus

subtilis.

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar diferentes medios de cultivo en relacion con la produccion de

crecimiento bacteriano.

e Monitorear el oxigeno disuelto, turbidez, pH y temperatura en los
medios de cultivo durante el crecimiento de la poblacién bacteriana.



1. HIPOTESIS

La utilizacion de fertilizantes de uso comun y productos de cafia de azucar,
satisfacen las necesidades de nutrimentos para la reproduccion masiva de Bacillus

subtilis.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Antecedentes de biorreactores

Cultivar células microbianas fuera de su ambiente natural, como es el caso
de los cultivos en biorreactores (o fermentadores), implica conocer y proveer las
condiciones favorables para su crecimiento y para la generacién de productos
celulares de interés. Es decir, el desarrollo de un proceso fermentativo requiere
necesariamente del aprendizaje de cdmo proveer los estimulos necesarios para que
las células actien en nuestro beneficio, lo que podria denominarse una

“‘domesticacion” de ellas [1].

4.1.1 Procesos fermentativos: produccién de bebidas alcohdlicas

Durante los periodos egipcio, griego y romano tuvieron un avance en cultivo
de la vid, asi como en la produccion de ceramica y pequefas innovaciones en la
fermentacién de vinos. Alcanzaron su punto maximo alrededor de 200 a 400 a.c. 'y
fue seguido por un periodo de 1200 a 1400 afios durante cuyo progreso en la
tecnologia del vino se desaceleré y generalmente se restringio a las 6rdenes de
religiosas monasticas en Europa occidental. Los métodos comenzaron a acelerarse
en el siglo XVIII debido a que el comercio comenzo a expandirse a otras partes del
mundo y a sila demanda de dicho producto con las caracteristicas especificas como

el sabor y la textura en la boca. [2].

Con el rapido avance de la ciencia en Europa, era natural que el vino se

convertiria en un tema de investigacion para muchos cientificos. Un primer ejemplo



de investigacion fendlica fue la de Pasteur, quien reconocié que el oxigeno jugé un

papel importante en el desarrollo del vino tinto en general y color en particular [3].

Pasteur fue el primero en demostrar experimentalmente que las bebidas
fermentadas son el resultado de la accién de la levadura que transforma la glucosa
en etanol. Por otra parte, demostrd que solo los microorganismos son capaces de
convertir azucares en alcohol del jugo de la uva, y que este proceso ocurre en la
ausencia de oxigeno. Llegé a la conclusion de que la fermentacién es vital para el

proceso, y lo defini6 como fermentacion anaerobia [4].

En el caso de otros alimentos como la cerveza y el pan fueron los primeros
casos en el uso de levaduras, que deben reproducirse en condiciones muy
especificas segun su finalidad. Saccharomyces cerevisiae es uno de los organismos
mas usados en la fermentacion, en este caso, para la produccion de cerveza,
aunque no se tuviera en un principio, conciencia de la participacién del

microorganismo en la elaboracién de dichos alimentos [5].

La especie de levadura que domina en la produccién de bebidas alcohdlicas
en todo el mundo es Saccharomyces cerevisiae y las cepas particulares de esta
especie empleadas en la fermentacion ejercen una profunda influencia en las
caracteristicas de sabor y aroma de diferentes bebidas. Para gran escala de
fermentaciones de bebidas, como la elaboracién de cerveza, vinificacién y
produccion de destilados, cultivos puros, se usan cepas seleccionadas de S.
cerevisiae. Estas cepas se obtienen en casa 0 se suministran de empresas
productoras de levadura. En procesos de menor escala (artesanales) o en
fermentaciones espontaneas, se puede permitir que se produzca con base en la
flora microbiolégica endémica, (levaduras y bacterias silvestres) presentes en la

materia prima y en las instalaciones de produccion.



Por ejemplo, esto seria tipico en pequefias destilerias en México (para la
produccion de tequila o mezcal) y en Brasil (para la produccion de Cachaca). En
algunos tipos de fermentaciones de bebidas alcohdlicas, las levaduras S. cerevisiae
pueden emplearse como cultivos iniciadores. Por ejemplo, en la vinificacion se
utilizé la cepa de levadura S. cerevisiae para comenzar la fermentacion y al cabo

del tiempo, puede ser invadida por la flora que las mismas uvas llevan [6].

4.1.2 Procesos fermentativos: produccién de antibioticos

Al comienzo de la segunda guerra mundial, Alexander Fleming acapar6 la
atencion de los cientificos de esos afios debido a que, a partir del moho causado
por el hongo Penicillium spp not6 que inhibia el crecimiento de algunas bacterias en

sus experimentos de laboratorio. El producto comercial se llama penicilina.

A pesar de que existia el producto para el control de algunas bacterias, fue
hasta el afio de 1941, cuando algunos investigadores de Oxford visitaron a Fleming
e hicieron experimentos en humanos, arrojando unos resultados excepcionales en
el manejo de enfermedades bacterianas en humanos, con fermentadores
improvisados y las cepas mas productivas hasta el momento, cientificos, grandes
empresas a nivel industrial y académicos, comenzaron una gran cadena de
produccion para llevar grandes cantidades de penicilina de grado comercial a los
soldados [7].

En 1932 la penicilina entro en una serie de nuevas pruebas, las cuales se
centraron en la produccion de compuestos organicos por fermentacion, esto
después de otra investigacion sobre la fermentacion de acetona-butanol y la

investigacion de glicerol. Ahi habian desarrollado la fermentacion a alta temperatura
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(65°C) de pulpa de celulosa con la que producian metano. Descubrieron que a una
temperatura alta eran muchos los metabolitos secundarios que se podian producir

en los fermentadores [8].

Los biorreactores de tanque agitado para la experimentacion surgieron (hace
méas de medio siglo) con el propdsito de lidiar con muchas de estas limitaciones y
se han ido perfeccionando en busca del control mas preciso de los ambientes de
desarrollo de cultivos vivos, estableciéendose como un estandar en la industria
biotecnoldgica. El empleo de sensores en el interior del vaso, conectados a
dispositivos de control automéatico, permite mantener los valores de temperatura,
pH, oxigeno disuelto y otros parametros de interés, dentro de los limites estrechos
necesarios para el éxito de las fermentaciones. Por otro lado, el empleo de sistemas
eficientes de aireacion y agitacion garantiza niveles 6ptimos en la transferencia de

oxigeno y en el mezclado.

Dentro de estos, los biorreactores de pequefia escala han resultado
vitales en procesos de escalado y des-escalado, optimizacion de cepas,
caracterizacion y desarrollo de procesos. Existe una interesante diversidad de
biorreactores comerciales con elevados estandares de calidad; sin embargo, el
elevado precio de venta que persiste aun en los diseflos mas econdmicos
representa una inobjetable limitante. Importantes firmas comercializadoras, como
Infors HT® (Suiza), ofertan estos equipos en precios que rondan entre los € 20,000
y € 75,000 en biorreactores de tanque agitado de pequefia escala (Minifors®) y
escala piloto (Techfors-S®), respectivamente. Estos precios dificultan de forma
considerable su adquisicién en paises en vias de desarrollo y, especialmente, en

instituciones cientificas y académicas dentro de estos [7].

Los biorreactores airlift (BAL) son ampliamente usados en bioprocesos. En

el disefio de un BAL se consideran las relaciones geométricas entre la altura del



tubo concéntrico, la altura de operacién del liquido, diametro del tubo concéntrico,

diametro del BAL y su efecto sobre la hidrodinamica [8].

4 .2 Clasificacion de biorreactores

Existen tres modos de operacion de un biorreactor caracterizados
principalmente por como se alimenta el tanque: modo discontinuo (o batch), como

semi-continuo (o feed-batch) y modo continuo [9].

4.2.1 Biorreactor discontinuo

Este tipo de biorreactor es el mas antiguo, y que mas se utiliza en la industria
biotecnolégica, debido a que es el modelo que se usa para la elaboracion de
bebidas alcohdlicas y pan. En estos biorreactores, se combinan todos los
ingredientes y después del proceso de fermentacion, se obtiene el producto a la
concentracion necesaria. Este proceso en este modelo es relativamente barato, asi
mismo la concentracion del producto final, puede ir en funcién del tiempo de
fermentacién dentro de éste. Los microorganismos usados en este modelo son
adicionados en el medio a baja temperatura, la cual es incontrolable hasta que
termine el proceso. Normalmente el ciclo termina cuando se alcanza la

concentracion deseada [10].
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Figura 1. Diagrama de un biorreactor discontinuo [10].

Este modelo simula una parte del tracto intestinal, asi como los tiempos de
fermentacion, que van de 2-24 horas. La alteracion del medio de cultivo debido a el
consumo de los nutrimentos y la generacion de gases pueden afectar y modificar el
producto final que son los microorganismos, es por eso por lo que se deben usar

modelos ya probados o hacer las mediciones correspondientes [11].

4.2.2 Biorreactor semicontinuo o lotes alimentados

En este modelo, los nutrientes son suministrados de manera continua o
semicontinua, mientras que no hay efluente en el sistema o que no sale producto al
mismo tiempo en el que entran los nutrientes. Segun la finalidad del biorreactor, se
puede adicionar los nutrientes de manera gradual, esto mejora la fermentacion

siempre y cuando se mantenga una baja concentracion del sustrato [9].
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Feed Effluent

Figura 2. Diagrama de un biorreactor semicontinuo o por lotes

alimentados.

4.2 .3 Biorreactor continuo

Consiste en la alimentacion constante del biorreactor, suministrando los
nutrientes y a la vez retirando producto final, es por esto por lo que se llama
continuo, aungue se tiene que comenzar como un reactor discontinuo, debido a que
primero se debe tener la concentracion de microorganismos para poder comenzar

con el flujo continuo de sustrato-producto final [12].
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Figura 3. Diagrama de un biorreactor continuo.
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4.3 Antecedentes de Bacillus subtilis

La producciébn de microorganismos utilizados como agentes de
biorremediacion de suelos contaminados fue por Winogradsky con sus
colaboradores en el siglo XIX, ya que observaron que estos, tenian la capacidad de
metabolizar compuestos téxicos para la microbiologia del suelo, asi como a la
fertiidad de este, logrando asi que las moléculas simplificadas pudieran ser
absorbidas por las plantas.

La fijacién del nitr6geno, estudiada desde hace mas de 100 afios. En 1901,
Beijerinck reportd la interaccibn de microorganismos como Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Clostridium y Klebsiella, que lo fijan por asociacién y algunos

que forman simbiosis como Rhizobium y Bradyrhizobium [13].

4.4 Bacterias promotoras de crecimiento bacteriano

En 1978 se nombro a las bacterias que habitaban la raiz de las plantas que
influian a favor del desarrollo de las plantas, como (PGPR) Plant Growth Promoting
Rhizobacteria. Dichas bacterias tienen la capacidad de aumentar el rendimiento de
las plantas, esto por la simbiosis que se genera entre las plantas y las bacterias,
estas se alimentan de los exudados de la raiz, entonces al colonizar, generan
compuestos como fitohormonas, ademas de otros compuestos que solubilizan los
nutrientes presentes en la rizosfera; también compiten por espacio con
microorganismos dafiinos, asi como la produccion de antibiéticos y sustancias liticas
gue afectan las paredes celulares de algunos hongos fitopatdogenos. Existen varios
géneros dentro de las bacterias promotoras del crecimiento, pero las siguientes son

las mas estudiadas: Agrobacterium, Azospirilum, Azotobacter y Bacillus [14].
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4.5 Caracteristicas de Bacillus subtilis

Las bacterias de este género tienen la forma caracteristica de barra con las
orillas redondeadas, miden 2 micas de largo y 1 de ancho. Donde, al verlas bajo
microscopio se puede observar una espora, que no cambia la forma de la bacteria
ya que es de un tamafo pequefio. Y en la formacién de las colonias, se puede ver
que su coloracion es blanquecina o en funcion del medio en el que se desarrolle
[15].

4.6 Mecanismos de accion de Bacillus subtilis

Estas propiedades, asociadas a la habilidad de producir antibiéticos
peptidicos, contribuyen a su utilizacion para el biocontrol de varias enfermedades
radiculares y foliares. Bacillus subtilis controla las bacterias que causan la
enfermedad en la planta a través de una variedad de mecanismos de accién, como
competencia, resistencia sistémica induccién y produccion de antibioticos. Se ha
demostrado que el mecanismo de antibiosis es uno de los mas importantes. Entre
varios antibiéticos peptidicos, ellos producen lipopéptidos, que son anfifilicos
compuestos con actividad tensioactiva [16]. El conocimiento de los ya mencionados
mecanismos de accion ha permitido el uso de Bacillus subtilis como un gran aliado
contra las enfermedades de raiz de los cultivos, asi como algunas enfermedades

foliares [17].

4.7 Clasificacion taxondmica de Bacillus subtilis.
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Es una bacteria Gram+, mesofila, con esporas de pared delgada, de forma
cilindrica, fermentativa, asi como la capacidad de hidrolizar la caseina y el almidén.

Clasificada también como aerobia (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Bacillus subtilis [18].

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceace
Genero: Bacillus
Especie: Bacillus subtilis

En la figura 4 se muestra el ciclo de vida de dicha bacteria, que
principalmente consiste en la fase vegetativa que se da cuando existen todas las
condiciones para desarrollarse normalmente. La segunda fase corresponde a la
esporulacién, que tiene lugar cuando no existen las condiciones para la
reproduccion normal de la bacteria, en condiciones anaerobias, entra en esta fase
para conservar la especie y germinar, que esta es la tercera fase, cuando las

condiciones sean las Optimas.
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Figura 4. Ciclo de vida de Bacillus subtilis [19].

4.8 Morfologia de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis tiene colonias de 2 a 4 mm de didmetro, betahemoliticas con
hemodlisis completa, que pueden ser de aspecto liso, mucoide o rugoso; los bordes
pueden ser ondulados o extendidos en el medio y ocasionalmente dan la apariencia

de cultivos mixtos como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Morfologia de Bacillus subtilis [20].
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4.9 Analisis de materia seca para composicion de bacterias.

Para que las bacterias crezcan y se reproduzcan de manera Optima se debe
tener un medio que cumpla con los requerimientos éptimos para esta finalidad, se
debe tener los niveles necesarios de fuente de carbono, de nitrégeno, de fosforo,
principalmente para el crecimiento bacteriano, se determinan los requerimientos de
estos nutrientes mediante un andlisis de biomasa de materia seca, donde los
resultados dicen que cantidad y de que esta conformada dicha biomasa bacteriana,
los resultados de estos andlisis son (cuadro 2):
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Cuadro 2. Requerimientos de nutrientes por gramo de materia seca.

Cantidades de nutrientes usados en este experimento [21].

Nutriente Requerimiento minimo Nivel minimo de
por gramo de materia nutrientes (g/L) en el
seca medio de cultivo
Carbono 50 mg 3.09
Nitr6geno 0.15 mg 1.21
Foésforo 0.015 mg 0.12
Potasio 0.005 mg 0.021

4.10 Casos exitosos de produccion de Bacillus subtilis en biorreactores

Ghasemi y Ahmadzadeh [22], realizaron un proyecto similar a este dénde,
optimizaron un medio de cultivo rentable para la produccion a gran escala de B.
subtilis; usaron para el medio de cultivo, melaza de cafia de azucar, como fuente de
carbono, usaron también, fertilizantes de uso comuan, de fuente de fosforo usaron
fosfato diamédnico o DAP, como fuente de calcio usaron dos compuestos, carbonato
de calcio y cloruro de calcio, sulfato de magnesio y aceite liquido para evitar la
espuma. El disefio fue una factorial de 3 factores con 5 niveles dando 16 corridas.
Midieron la temperatura, el pH, la agitacién (rpm), la relacion carbono nitrégeno y el
DAP, las mediciones se realizaron durante doce horas cada hora, todo esto en un
biorreactor semi-industrial tipo lotes alimentados. Los resultados que la fuente de
carbono es el factor que mas influye en el crecimiento bacteriano, y que el pH optimo

fue de 6.72. la concentracién mas alta de bacterias por litro fue de 0.55 gr/L. Ademas
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de la produccion de Bacillus a gran escala, hicieron pruebas para el control de

Aspergillus flavus en pistacho, obteniendo una buena inhibicién del crecimiento.

Sreekumar y Soundarajan, [23] realizaron un estudio para la produccion de
Bacillus subtilis usando una metodologia de superficie de respuesta donde, tuvieron
un experimento con 11 factores con 8 variables: lactosa, peptona, glucosa,
temperatura, citrato de amonio, extracto de carne, acetato de sodio y pH. Ademas
de dihidrogeno-fosfato de potasio, cloruro de sodio y sulfato de sodio en los mismos
niveles que las variables no asignadas. Donde se tomaron muestras a las 24 horas
de fermentacion y se contaron unidades formadoras de colonias en placa. El pH, el
citrato de amonio y la peptona, mejoraron significativamente el crecimiento

bacteriano, la concentracion mayor que lograron fue 10.052x10°.

Zhong y otros, [24] aislaron una nueva cepa de B. subtilis que tiene la
capacidad de producir un antibiético nuevo, un péptido llamado jiean que tiene
actividad de antibi6tico y a la vez de surfactante; que en estudios anteriores han
demostrado que podria usarse como fungicida contra diversas enfermedades de los
cultivos, incluida la marchitez por Fusarium en algodén, pudricion del tomate por
Rhizoctonia y mildit polvoroso del trigo; donde podria aumentar los rendimientos al
controlar estas enfermedades. El medio de cultivo estuvo compuesto por glucosa,
harina de soya como fuente de nitr6geno, extracto de levadura, sulfato de magnesio
y fosfato diaménico o DAP. El biorreactor fue un tipo fed batch de 5 litros, al cual se
les agreg6 la glucosa y el extracto de levadura a las 10 horas de fermentacion. Los
factores que se midieron fueron el pH, la temperatura, el nivel de nitrégeno y la
fuente de carbono, en 12 horas de fermentacion. El nivel mas alto de crecimiento
bacteriano fue 77.5 gr/L en peso seco, el nivel 6ptimo de la fuente de nitrégeno fue
1.68 gr/L y de carbono fue 30.70 gr/L.
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Posada y Villegas [25] hicieron un experimento en el cual probaron varios
componentes del medio de cultivo donde evaluaron la reproduccion de Bacillus
subtilis y ver su capacidad de esporulacion y calidad de esporas. Evaluaron los ocho
componentes del medio de cultivo a tres niveles de concentracion para ver
diferencias en el nimero de bacterias totales, densidad de esporas, eficiencia de
esporulacion en matraz en agitacion. Los componentes fueron glucosa, sulfato de
magnesio, cloruro de manganeso, fosfato diamaonico, extracto de levadura, extracto
de carne, peptona, y sulfato de amonio. Alcanzaron una concentraciéon de 8.78x10°
UFC/ml, ademds de una eficiencia de esporulacion de 94.2% a nivel de biorreactor,
siendo la eficiencia de esporulacion de mas alto de todos los reportados hasta ese

afno.

Willenbacher y otros, [26] realizaron un experimento para mejorar el
rendimiento de surfactina producida por B. subtilis, en un biorreactor tipo benchtop
de 2.5 litros, con el medio de cultivo Cooper mejorado, glucosa con 12 diferentes
dosis, sulfato de amonio, sulfato de magnesio, fosfato diamonico, fosfato de sodio,
citrato de sodio, cloruro de calcio, sulfato ferroso y sulfato de manganeso. Hicieron
periodos de fermentacién de 30 y 50 horas, tomando muestras cada 3 horas,
contando bacterias en placa, con medio agar sangre. El mayor rendimiento fue de

36.5 gr/L de surfactina, con un indculo del 5% [27].

Ashnaei y otros, [28] realizaron una investigacion del crecimiento de Bacillus
subtilis y Pseudomonas fluorescences para el control del moho gris (Botrytis
cinerea) en manzana, todo esto en el afio 2008. Evaluaron 5 medios diferentes,
como fuente de carbono usaron sacarosa y melaza, como fuente de nitrégeno
usaron urea y extracto de levadura. El primero fue sacarosa mas extracto de
levadura; el segundo fue melaza con extracto de levadura en proporcién 2:1, el

tercero fue melaza, extracto de levadura proporcion 1:1, el cuarto fue melaza mas
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urea, el quinto fue melaza y extracto de malta y CN, en biorreactor a nivel de
laboratorio. Tuvieron como resultado que el extracto de levadura provee un rapido
crecimiento bacteriano en combinacion con melaza, pero la sacarosa comercial tuvo
mAs crecimiento bacteriano que la melaza, es por eso por lo que la combinacién de
sacarosa con extracto de levadura resulté ser los componentes del medio de cultivo

optimo para la produccion de bacterias benéficas.

Yanez-Mendizébal y otros, [29] produjeron Bacillus subtilis para el control de
la podredumbre marrén producto del hongo Metschnikowia fructicola en durazno.
Usaron un biorreactor BIOSTAT-A modular de 5 litros, las fermentaciones fueron en
lotes con el medio de cultivo de bajo costo como fuente de carbono usaron melaza,
sacarosa y maltosa; como fuente de nitrégeno usaron extracto de levadura,
peptona, harina de soya, soya molida, harina de soya light 44%. Midieron pH,
temperatura, oxigeno disuelto y concentracion de oxigeno constantemente con un

software.

Las variables que midieron fueron el crecimiento bacteriano a las 24, 48y 72
horas; asi como la evolucion de la poblacion bacteriana viable cada 2 horas durante

30 horas. Lograron una concentracion final de 3x10°.

Carvalho y otros, [30] realizaron las pruebas para la produccion de
compuestos bioactivos para el control de algunas enfermedades de los cultivos,
evaluaron el crecimiento de B. subtilis. Varios niveles de glucosa y sulfato de
amonio, ademas de fosfato diaménico, sulfato de magnesio, cloruro de calcio,
sulfato ferroso, cloruro de manganeso, cloruro de zinc, cloruro de cobre, cloruro de
cobalto y molibdato de sodio, fueron los ingredientes para estas pruebas. Utilizaron
un biorreactor tipo fed batch de 4 litros. A las 24 horas de fermentacion tuvieron la

mayor concentracion de esporas, 108 UFC/ ml.
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Yanyun y otros [31] realizaron un experimento para la produccion de una
sustancia secretada por Bacillus subtilis que se usa como aditivo para productos
lacteos y saborizantes; usaron un biorreactor de 5 litros y un medio de cultivo con
ingredientes de bajo costo como lo son: fosfato diamonico y sulfato de magnesio,
ademas glucosa como fuente de energia, que no es tan barata y las variables
evaluadas fueron las cantidades de las fuentes de nitrégeno: extracto de levadura
(5, 10, 20, 30, 40 g/L), fécula de maiz (5, 10, 20, 30, 40 g/L) y urea (urea 1.50 g/L,
(NH4)2HPO4 3.30 g/L, KNO3 5.05 g/L); tuvieron la produccion maxima de acetoina
(39.9 g/L) a las 72 horas de fermentacién en el medio que contenia 150 g/L de

glucosay 40 g/L de extracto de levadura.

Gallardo [32] evalud la produccion de Bacillus subtilis, usando harina de soya
como fuente de nitrdgeno y melaza de cafia como fuente de carbono, esto
comparandolo con medios de cultivo que uso Matsumoto en la produccién de
Streptococcus mutans, teniendo como resultado una concentracion de 3x10°,
reportando que estos ingredientes de bajo costo tuvieron mas influencia que los

componentes de sintesis quimica.

Cobo [33] evalud varios medios de cultivo cambiando la fuente de nitrégeno
ademas de un caldo base que contenia fosfato dipotasico, cloruro de potasio, sulfato
de magnesio, sulfato ferroso. Las fuentes de nitrégeno que uso fueron leche
azucarada, suero de leche, bebida de soya fortificada y levadura comercial;
obteniendo en el medio que contenia como fuente de nitrégeno la bebida soya

fortificada la mayor concentracion de 3.07x102.

Ojeda [34] produjo Bacillus subtilis en un biorreactor tipo lotes alimentados
de 9 litros de capacidad donde solo conto el total de crecimiento bacteriano a las 72

horas de fermentacion, alcanzando el maximo a las 48 horas, para formular
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productos comerciales a base de esta bacteria. El medio de cultivo que uso fue:
Melaza de remolacha, azucar, extracto de levadura, sulfato de amonio, fosfato
monopotasico, agua de la llave y un antiespumante. Tuvo como resultado una
concentracion de 3.64x10° UFC/ml, pasando este producto a un liofilizador para

hacer un producto comercial.

Bozi¢ y otros [35] evaluaron el efecto de diferentes fuentes de carbono y
nitrogeno en el medio de cultivo para la produccién de biomasa de Bacillus subtilis,
usaron almidén vy triptona como fuentes de carbono y como fuente de nitrégeno,
sulfato de amonio y extracto de levadura; ademas de los demas ingredientes de
base como lo son: sulfato de magnesio, fosfato monopotasico, cloruro de sodio y

cloruro de calcio.

UsO un biorreactor de 2 litros con sensores de pH y oxigeno disuelto, donde
llegaron a la conclusion de que el medio de cultivo que arrojé mayor crecimiento fue
el que contenia peptona y almiddn; la mayor concentracion de bacterias en el medio

la alcanzaron a las 8 horas de fermentacion, siendo 1.76x101°.

Muis [36] evalué varias fuentes de carbono para la produccion de Bacillus
subtilis, usando ingredientes de bajo costo como lo son: agua de coco y agua
destilada como solvente. harina de maiz, harina de yuca, harina de arroz, azucar
morenay extracto de levadura como fuente de nitrégeno. También midio la turbidez
en un espectrofotbmetro Spectronic 20D, (DO= 600 nm) teniendo el mejor medio de
cultivo el que contenia como solvente el agua de coco, azicar morena y extracto de

levadura, teniendo un rendimiento de 1.8x10° a las 10 horas de fermentacion.

Nhu y otros [37] evaluaron medios de cultivo para la produccion de biomasa

de Bacillus subtilis para el tratamiento de aguas residuales ricas en almidén por la
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industria que procesa las plantas de Canna edulis var. Ker. Evalué los factores que
mas inciden en el crecimiento bacteriano que fueron la fuente de carbono y
nitrdgeno en el medio de cultivo y la agitacion. Como fuente de carbono uso: lactosa,
sacarosa, glucosa, CMC y almidén. Como fuente de nitrdgeno uso: sulfato de
amonio, nitrato de sodio, extracto de levadura, peptona y sus combinaciones. El
medio en el que alcanz6 la mayor concentracion de bacterias fue el que tenia
glucosa como fuente de carbono, combinado con el que tenia peptona como fuente
de nitrégeno; teniendo una concentracion maxima de 11.98 log CFU/ml a las 24

horas de fermentacion.

Ling [38] evaluo la cascara de cebada y el salvado de trigo como fuentes de
carbono para la produccién de xilanasa por Bacillus subtilis. Esta enzima es usada
en la industria de la celulosa, para panaderia y alimentos en general para hidrolizar
componentes dificiles de digerir. El medio de cultivo para el biorreactor contenia
cascara de trigo, peptona, extracto de levadura, fosfato monopotasico, sulfato de
magnesio, sulfato de manganeso, sulfato de cobre, y sulfato ferroso con 12 horas
de fermentacion. El mayor nimero de células de B. subtilis se obtuvieron a las 48
horas, teniendo 1.79x101° células/ml, con una produccion de xilanasa de 13 U/ml.

Miranda y otros, [39] evaluaron residuos agroindustriales producidos en
Costa Rica para formular un medio de cultivo de bajo costo para la produccién de
B. subtilis, donde las variables que evaluaron fueron las fuentes de carbono,
nitrégeno, y fésforo. Como fuente de nitrégeno evaluaron nitrato de amonio, salvado
de trigo y extracto de levadura. EI mayor crecimiento bacteriano lo obtuvieron con
el medio que contenia melaza al 10%, salvado de trigo al 5%, fosfato diaménico al

0.01% y una concentracion de 1.7x10° UFC/ml.

Cho y otros [40] evaluaron la produccion de biomasa de B. subtilis, B.

licheniformis y B. coagulans por medio de disefios estadisticos. Evaluaron la
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influencia de las fuentes de carbono y nitrégeno, midiendo el pH y la absorbencia
(DO=600) en un biorreactor de 2.5 litros con fermentaciones por lotes. Estos autores
usaron en el medio de cultivo, extracto de levadura, almidon, harina de soya, sulfato
de amonio, fosfato monoamonico, cloruro de calcio y sulfato de magnesio; con lo
que obtuvieron qué, a las 12 horas de fermentacion el medio con mayor crecimiento
bacteriano fue el que contenia 30 gr/l de harina de soya, 6 gr/lt de sulfato de amonio
y 6 gr/l de sulfato de magnesio, ademas, cuanto mas se incrementaba la cantidad
de harina de soya en el medio, mas aumentaba la cantidad de bacterias por litro,
dando como resultado una concentracion final de 5x10° UFC/m.

Plaza y otros, [41] evaluaron varios desechos agroindustriales para el
crecimiento de Bacillus subtilis, después del crecimiento, usaron esta bacteria para
la produccion de un biosurfactante. Los desechos agroindustriales fueron: suero,
aguas residuales de queserias, bagazo de cebada, aguas residuales de cerveceria,
aguas residuales de ingenios azucareros, pulpa de remolacha, melaza, pasta de
jabdn, aguas residuales de fabricas de jabon, decoccién de manzanay papa, orujos
de citricos y decoccién de frutas y hortalizas de una fabrica agroindustrial; se
procesaron todas las estas materias primas, las aguas residuales se filtraron, los
residuos de frutas y hortalizas se hirvieron, y los liquidos como la melaza se
diluyeron. Ademas de agregar el medio de cultivo minimo (MM), que consiste en
nitrato de potasio, fosfato de sodio, fosfato monopotasico, cloruro de sodio, sulfato

de magnesio, cloruro de calcio y sulfato ferroso para diluir los desechos.

Se hicieron las pruebas de fermentacion en matraces agitados y midiendo en
crecimiento bacteriano mediante espectrofotometria, ajustando la densidad éptica
a 600 nm, donde el medio con decoccion de frutas y vegetales mostrd ser el mejor
medio de cultivo para el crecimiento bacteriano, logrando a las 96 horas de

fermentacién una concentracién de aproximadamente 1.12x10° UFC/ml.
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Porcel [42] probd residuos de frutas, lacteos y sus combinaciones para la
produccion de bacterias promotoras del crecimiento. Las bacterias crecieron mejor
en el control, que fue solo agua de peptona, los demas tratamientos mostraron

menos crecimiento bacteriano; obteniendo un rendimiento de 7 log UFC/ml.

4.11 Bacillus subtilis como agente de control biolégico

Bacillus brevis y B. subtilis son las rizobacterias con mayor capacidad
antagonica contra fitopatdgenos. Estas bacterias se pueden encontrar en el suelo,
agua, aguas tratadas, materia verde en descomposicién y en compostas, ya sea por
inoculacion y por qué iban en los materiales usados, tracto digestivo y las raices de
las plantas. Estas bacterias han sido usadas en diversos cultivos como: hortalizas,
como desintegradores de materia verde para compostas, inoculacion de semillas y

en la produccién de pan [43].
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V. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de produccion de
microorganismos benéficos del Instituto Tecnologico El Llano Aguascalientes.
Ubicacién geogréfica: 21.817842, -102.099679.

Figura 6. Laboratorio de produccién de microorganismos benéficos.

5.1 Descripcion del laboratorio.

Se utilizé un biorreactor Airlift, construido a partir del disefio del Doctor Luis
Lorenzo Valera Montero. Ademas, se probaron una serie de medios nutritivos en
funcién de combinaciones de fertilizantes y fuentes de carbono (Cuadro 5) para la
correcta alimentaciéon de la rizobacteria. Esto es necesario ya que, de no cumplir

con los nutrimentos, se tiene un desarrollo bajo y una reproducciéon muy pobre.
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Se construyé un biorreactor con un recipiente de 60 litros, con 2 bombas de
pecera don una capacidad de 27 litros cada una, ademas de las mangueras y
tramos de tubo de 35 cm para el disefio del reactor es de la autoria del Dr. Luis

Lorenzo Valera Montero.

5.2 Medios de cultivo de bajo costo.

Los medios de cultivo se formularon partiendo de los reportes de
requerimientos nutricionales por paquetes celulares en base a analisis de materia
seca dichos niveles de nutrimentos fueron determinados por el Dr. Luis Lorenzo
Valera Montero, donde en los primeros experimentos se usaron componentes de

bajo costo en diferentes cantidades, como lo muestra el Cuadro 3.

Cuadro 3. Componentes de los medios de cultivo.

Fuente de | Fuente de | Fuente de | Fuente de | In6culo
carbono nitrdgeno fésforo potasio
Azlcar Sulfato de | Superfosfato | Ultra-K Serenade®
moni Icio tripl
amonio de calcio triple 00-32-53

5.3 Métodos estadisticos

El método estadistico, fueron disefios experimentales de Taguchi, que estan
basados en arreglos ortogonales, que normalmente se identifican con un nombre

como Lz7 corridas. Los disefios ortogonales permiten la eliminacion de varias
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combinaciones, asi como eliminar las pruebas repetitivas, lo que los convierte en
disefios eficientes, robustos y que reducen los costos. El programa estadistico que

permite hacer estos disefios estadisticos es el Minitab.

5.3.1 Experimento 1

El disefio para el primer experimento es con tres niveles y 5 factores, lo que
resulta en un L,,. Donde se evaluaron 3 niveles en la fuente de nitrdgeno (Sulfato
de amonio), 3 niveles de la fuente de carbono (Azucar), 3 dosis de la fuente de
fésforo (Fosfato diamonico), 3 dosis en la fuente de potasio (Ultra-k), y 3 dosis en la

fuente de indculo (Serenade® de Bayer) con una concentracion de 1x10°.

Cuadro 4. Niveles de los componentes del medio de cultivo e in6culo
para 50 litros.

Concepto Bajo Medio Alto
Azlcar 154.5 463.5 772.5
S.A. 60.5 181.5 302.5
Fosforo 6.3 18.9 31.5
Ultra K 1.05 3.15 5.25
Indculo 1.1 3.3 5.5

Cuadro 5. Composicion del medio de cultivo de cada corrida del

experimento 1.




Corrida | Azucar | S.A. |Fésforo| UltraK | Cepa
L, 154.5 60.5 6.3 1.05 1.1
L, 154.5 60.5 6.3 1.05 3.3
Ls 154.5 60.5 6.3 1.05 5.5
Ls 154.5 181.5 18.9 3.15 1.1
Ls 154.5 | 181.5 18.9 3.15 3.3
Ls 154.5 | 181.5 18.9 3.15 5.5
Ly 154.5 | 302.5 31.5 5.25 1.1
Ls 154.5 | 302.5 31.5 5.25 3.3
Lo 154.5 | 302.5 31.5 5.25 5.5
Lio 463.5 60.5 18.9 5.25 1.1
L1 463.5 60.5 18.9 5.25 3.3
Li> 463.5 60.5 18.9 5.25 5.5
Li3 463.5 181.5 31.5 1.05 1.1
Li4 463.5 | 181.5 31.5 1.05 3.3
Lis 463.5 181.5 31.5 1.05 5.5
Lis 463.5 | 302.5 6.3 3.15 1.1
Li7 463.5 | 302.5 6.3 3.15 3.3
Lis 463.5 | 302.5 6.3 3.15 5.5
Lio 772.5 60.5 315 3.15 1.1
L2o 772.5 60.5 315 3.15 3.3
L2 772.5 60.5 315 3.15 5.5
L2 772.5 | 181.5 6.3 5.25 1.1
L3 772.5 | 181.5 6.3 5.25 3.3
L24 772.5 | 181.5 6.3 5.25 5.5
Lys 772.5 | 302.5 18.9 1.05 1.1
Las 772.5 | 302.5 18.9 1.05 3.3
Loy 772.5 | 302.5 18.9 1.05 5.5

Estas dosis son para un volumen de 50 litros, debido a que la medicion de

los factores se hizo en un mini biorreactor.

5.3.2 Experimento 2

Para el experimento 2, en funcion de los resultados preliminares, solo la
fuente de carbono y de fosforo se tomaron los tres niveles, ya que fueron los que

tuvieron mas significancia en la turbidez; la fuente de nitrdgeno se quedé en el nivel
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medio, la fuente de potasio se quedo en el nivel bajo, asi como la fuente de
in6culo. Se obtuvo un disefio Ly con dos factores y tres niveles, como ya se

menciono los demas factores se quedaron en los niveles mas altos.

Las mediciones de los pardmetros para mas importantes en el
crecimiento bacteriano que son: la turbidez, el oxigeno disuelto, el pH y la

temperatura se midieron cada hora durante 24 horas.

Cuadro 6. Composicion del medio de cultivo de cada corrida del

experimento 2.

Corrida Azucar Fosforo S.A Ultra k Inéculo
Ly 154.5 6.3 181.5 1.05 1.1
L, 154.5 18.9 181.5 1.05 1.1
Ls 154.5 31.5 181.5 1.05 1.1
La 463.5 6.3 181.5 1.05 1.1
Ls 463.5 18.9 181.5 1.05 1.1
Le 463.5 31.5 181.5 1.05 1.1
Ly 772.5 6.3 181.5 1.05 1.1
Ls 772.5 18.9 181.5 1.05 1.1
Lo 772.5 31.5 181.5 1.05 1.1

5.3.3 Experimento 3

El experimento 3 fueron las mismas corridas que el experimento 2

excepto que las mediciones solo fueron por 12 horas.
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Cuadro 7. Composicion del medio de cultivo de cada corrida del

experimento 3.

Corrida Azucar Fosforo S.A Ultra K Inéculo
L1 154.5 6.3 181.5 1.05 1.1
L, 154.5 18.9 181.5 1.05 1.1
Ls 154.5 31.5 181.5 1.05 1.1
La 463.5 6.3 181.5 1.05 1.1
Ls 463.5 18.9 181.5 1.05 1.1
Le 463.5 31.5 181.5 1.05 1.1
Ly 772.5 6.3 181.5 1.05 1.1
Lg 772.5 18.9 181.5 1.05 1.1
Lo 772.5 31.5 181.5 1.05 1.1

5.3.4 experimento 4

En este experimento se repitieron las cantidades del primer experimento, el
L27, pero esta vez sustituyendo el aztcar por melaza, durante 12 horas midiendo los

factores de crecimiento bacteriano.

En este caso, se utiliz6 melaza de cafia de azlUcar que tiene un costo muy
bajo, ademas de su costo que es menor aun que el de la azdcar, sumandole otras

sustancias que contiene, como aminodacidos, potasio y otros carbohidratos.

Cuadro 8. Composicion del medio de cultivo de cada corrida del

experimento 4.
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Corrida | Melaza | S.A. |Fosforo| Ultrak | Cepa
Ly 154.5 60.5 6.3 1.05 1.1
L, 154.5 60.5 6.3 1.05 3.3
Lz 154.5 60.5 6.3 1.05 5.5
L4 154.5 181.5 18.9 3.15 1.1
Ls 154.5 | 181.5 18.9 3.15 3.3
Le 154.5 | 181.5 18.9 3.15 5.5
Ly 154.5 | 302.5 31.5 5.25 1.1
Ls 154.5 | 302.5 31.5 5.25 3.3
Lo 154.5 | 302.5 31.5 5.25 5.5
Lio 463.5 60.5 18.9 5.25 1.1
L1 463.5 60.5 18.9 5.25 3.3
Lo 463.5 60.5 18.9 5.25 5.5
Li3 463.5 181.5 31.5 1.05 1.1
Li4 463.5 | 1815 31.5 1.05 3.3
Lis 463.5 181.5 31.5 1.05 5.5
Lis 463.5 | 302.5 6.3 3.15 1.1
Li7 463.5 | 302.5 6.3 3.15 3.3
Lis 463.5 | 302.5 6.3 3.15 5.5
Lio 772.5 60.5 315 3.15 1.1
L2o 772.5 60.5 315 3.15 3.3
L21 772.5 60.5 315 3.15 5.5
L2 772.5 | 1815 6.3 5.25 1.1
L23 772.5 | 1815 6.3 5.25 3.3
La4 772.5 | 1815 6.3 5.25 5.5
Los 772.5 | 302.5 18.9 1.05 1.1
L2s 772.5 | 3025 18.9 1.05 3.3
Loy 772.5 | 302.5 18.9 1.05 5.5
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Primer experimento

6.1.1 Oxigeno disuelto

Después de la fase preliminar de pruebas donde se evaluaron 27 diferentes
niveles de fuentes de carbono, nitrégeno, potasio e indculo, durante 12 horas con
mediciones cada hora. En el cuadro 9 se tienen los resultados de todas las

mediciones.

Cuadro 9. Resultados del oxigeno disuelto en cada corrida durante 12

horas, cada hora.

] i 2 3 4 5 [ 7 B 9 10 11 12
455 448 461 448 431 421 3.84 3.71 3.26 2.62 217 1.40 0.69
454 430 3.92 3.67 3.39 3.34 3.00 279 220 189 125 0.95 0.63
0.012 0.015 0.018 0.019 0.022 0.027 0.029 0.052 0.034 0.058 0.038 0.041 0.046
434 3.90 3.83 347 3.27 3.00 2.57 241 2.20 211 137 122 1.00
431 3.88 3.76 3.54 3.39 3.28 3.02 2.47 2.50 2.36 170 143 1.00
483 427 412 3.87 3.57 3.54 3.12 269 253 241 212 198 1.00
454 432 393 3.71 3.81 3.80 3.63 3.50 3.21 2.66 2.40 2.03 180
5.02 446 3.54 434 3.63 3.46 3.21 292 270 2.63 250 238 2.00
453 430 414 3.54 3.60 3.55 3.31 2.87 2.65 2.40 231 223 197
410 3.85 346 3.09 288 278 265 232 2.10 2.05 191 179 152
470 275 3.60 3.20 3.08 275 296 2.83 279 2.68 24 232 200
4.30 3.66 3.61 3.12 3.05 247 2.35 2.08 184 152 125 0.89 0.30
4581 413 3.44 3.80 3.26 3.26 292 2.58 154 192 175 1.09 0.89
3.30 297 233 175 170 153 131 111 0.38 0.20 0.05 0.03 0.01
3.79 2183 242 211 163 0.98 0.73 0.08 0.05 0.01 0.01 0.01 0.01
3.36 203 139 110 0.52 0.34 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
295 101 0.48 0.32 0.38 0.09 0.05 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
178 0.24 0.08 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
443 414 3.81 348 281 137 0.48 0.32 0.51 0.19 0.05 0.03 0.03
442 3.96 3.51 416 3.44 292 2.38 182 1.25 0.43 0.18 0.15 0.08
3.33 373 3.86 3.56 3.06 282 2.10 1.30 0.17 0.05 0.03 0.03 0.03
3.86 3.24 3.27 3.02 2.39 196 172 1.08 0.60 0.11 0.01 0.01 0.01
248 219 181 177 163 269 195 1.05 0.76 0.16 0.06 0.03 0.01
424 3.64 292 3.3 270 220 178 1.36 0.63 0.32 0.09 0.03 0.01
4.84 4.14 371 3.26 282 257 213 2.89 138 1.01 0.65 0.31 0.10
3.83 348 3.14 267 232 198 169 1.05 0.16 0.03 0.03 0.01 0.01
3.56 232 215 191 0.97 0.85 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

Para el caso del oxigeno disuelto, el rango fue del minimo 0.01 mg/L y el

maximo de 5.02 mg/L, la tendencia fue la disminucion de este al paso de las horas,
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lo que, en primera instancia, estos datos muestran que entre mas bacterias estén
presentes en el medio, menos oxigeno disuelto hay en el medio, cada uno de los

ingredientes tiene influencia directa sobre la concentracion.

En la figura 7 se tiene como fue el comportamiento del oxigeno disuelto a
través de las horas de fermentacion, la tendencia fue que a manera que las horas

pasaban, la concentracion iba disminuyendo por efecto del crecimiento bacteriano.

Oxigeno Disuelto

Concentracion mg/L

14

Horas

-1 ——L2 —0—L3 —0—-4 ——L5 —@—|6 —8—L7 —8—|8 —e—|L9
——110 ——L11 —8— 12 —0—L13 —0—L14 L15 L16 —@—L17 —@—L18
—0—119 —8— 20 —0— 2] —0— 22 —@—[23 —8—L24 L25 L26 L27

Figura 7. Comportamiento del oxigeno disuelto del primer experimento.

El Cuadro 10 muestra el andlisis de varianza de medias, el cual muestra que
el azucar, el superfosfato de calcio simple y el Ultra-K tienen el nivel de significancia
por debajo de a=0.05, por lo cual estos factores influyen directamente en la bajada

de la concentracion del oxigeno disuelto
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Cuadro 10. ANOVA del parametro de oxigeno disuelto.

Analisis de Varianza de Medias
Fuente GL | SCSec. | SC Ajust. MC Ajust. F p
Azucar 2 5.3972 5.3972 2.6986 23.18 | 0.000
SA 2 0.2411 0.2411 0.1206 1.04 | 0.378
Fosforo 2 2.1560 2.1560 1.0780 9.26 | 0.002
Ultra-K 2 3.4709 3.4709 1.7354 1491 | 0.000
In6culo 2 0.4732 0.4721 0.2366 2.03 | 0.164
Error Residual 16 1.8628 1.8628 0.1164
Total 26 13.6012

En el caso de la reaccion del oxigeno a las dosis de azucar, se encontré que
entre mas alta es la concentracién de azucar en el medio, el oxigeno disuelto baja
de manera estrepitosa, causando que las bacterias no se reproduzcan en las
cantidades que deberian. La dosis baja mostré una cantidad alta, la dosis media un
decremento y la dosis alta generd una disminucién a tal grado que no quedaba dosis

para el consumo o mantenimiento de las bacterias.

En la figura 8 se tienen las medias de las medias de cada factor; el azucar,
en su nivel alto es el que mas influye negativamente en la concentracion del oxigeno

disuelto.
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Medias de Oxigeno Disuelto
Medias de datos

Azicar S.A Fésforo Ultra-K Inéculo

0.8

: V//\

Media de Medias

0.2

0.0
1545 4635 7725 605 1815 3025 63 189 315 105 315 525 11 33 55

Figura 8. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del primer

experimento.

Para el caso del sulfato de amonio, no hubo una gran significancia ya
que se mantuvo cerca de la media en los 3 niveles, el nivel medio presentd una
ligera bajada en la concentracion del oxigeno, contrariamente a el nivel alto que
presento un aumento. Esto se considera que no cumple con la significancia porque
se mantuvo cerca de la media. La fuente de fésforo presento un aumento
significativo del nivel al nivel medio, y un ligero decremento del nivel medio al nivel
alto. Esto a su vez indica que el fésforo presenta poca respuesta en cuanto a la
concentracion de oxigeno disuelto. Para la fuente de potasio, presentdé una
significancia alta ya que en funcion del nivel aplicado fue aumentando la
concentracion de oxigeno disuelto de una manera significativa alejandose de la
media en cada aumento del nivel de potasio. Entre mas potasio, mas oxigeno
disuelto. El indculo no tuvo efecto sobre la concentracidon del oxigeno, se comporto
parecido el nivel bajo que el nivel alto, por lo tanto, lo recomendado es el uso del

nivel bajo.
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El ANOVA de las relaciones de sefal/ruido (figura 9), se ve una similitud con
la figura 7, en este caso el azUcar fue significante ya que estuvo por debajo de
a=0.05.

Medias de Relaciones SN de Oxigeno Disuelto
Medias de datos

Azicar S.A Fosforo Ultra-K Indculo

_;: \//\/\

-30

Media de Relaciones SN

-35
1545 4635 7725 605 1815 3025 63 189 315 105 315 525 11 33 55

Sefial a ruido: Mds grande es mejor

Figura 9. ANOVA de relaciones de sefal/ruido del oxigeno disuelto del

primer experimento.

El otro factor que tuvo influencia en la concentracion del oxigeno en el medio
fue el fésforo, como se muestra en el cuadro 10, su nivel de significancia estuvo por
debajo de a=0.05.

Cuadro 11. ANOVA de relaciones de sefial/ruido para oxigeno disuelto.

Andlisis de Varianza de Relaciones SN

Fuente GL | SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P

Azucar 2 241.398 241.398 120.699 7.03 | 0.006
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SA 2 12.234 12.234 6.117 0.36 | 0.706
Fosforo 2 127.515 127.515 63.758 3.72 | 0.047
Ultra-K 2 2.884 2.884 1.442 0.08 | 0.920
In6culo 2 7.934 7.934 3.967 0.23 | 0.796
Error Residual 16 | 274.543 274.543 17.159

Total 26 | 666.509

En el caso de las relaciones sefal/ruido, muestra una significancia de <0.05,
lo que indica que tanto el azicar como el fésforo influyen directamente en los niveles
de oxigeno disuelto, el resto de los ingredientes causa cierto ruido en los niveles

antes dichos.

6.1.2 Turbidez

La turbidez se mide en un espectrofotometro con una OD=600 nm, primero

con el blanco sin inéculo para hacer la comparativa de la absorbencia.

En el caso de la turbidez, los rangos de medicién fueron desde 0.001 hasta
0.137 en absorbencia la tendencia fue el aumento de la absorbencia con el paso de
las horas, estos datos a simple vista muestran que, en funcién de los diferentes
medios de cultivo, las bacterias iban reproduciéndose mas rapido en algunos
medios, logrando asi que, en determinadas corridas, la reproduccién y crecimiento

bacteriano se diera en poco tiempo.

En la figura 10 se muestra el comportamiento de la turbidez conforme
pasaban las horas de fermentacion, la tendencia fue que, al paso de las horas, la
concentracion de bacterias en el medio crecia en funcién de la composiciéon del

medio de cultivo.
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TURBIDEZ

=600

Absorbancia OD

14

Horas
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Figura 10. Comportamiento de la turbidez del experimento 1.

En el cuadro 12 se tienen todas las mediciones de cada corrida, donde se empieza
a notar la tendencia del crecimiento bacteriano que, al paso de las horas, fue

aumentando gradualmente.
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Cuadro 12. Resultados de turbidez del primer experimento.

| 0 1 2 5 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
0.002 0.005 0.007 0.008 0.002 0.011 0.018 0.01% 0.021 0.022 0.027 0.040 0.042
0.005 0.009 0,012 0.014 0.015 0.016 0.017 0.026 0.031 0,036 0.058 0.041 0.043
0.012 0.015 0.018 0.019 0.022 0.027 0.029 0.052 0.034 0.038 0.038 0.041 0.046
0.001 0.005 0.006 0.008 0.01 0.011 0.015 0.016 0.016 0.018 0.022 0.023 0.024
0.007 0.010 0,011 0.012 0.015 0.016 0.018 0.019 0.019 0.020 0.021 0.022 0.023
0.002 0.004 0.005 0.005 0.006 0.010 0.013 0.017 0.022 0.028 0.025 0.050 0.034
0.002 0.005 0.006 0.007 0.009 0.010 0.010 0.011 0.013 0,015 0.016 0.016 0.017
0.001 0.005 0.010 0.014 0.016 0.020 0.022 0.025 0.026 0.026 0.028 0.029 0.050
0.002 0.027 0.028 0.033 0.054 0.035 0.058 0.058 0.040 0.041 0.043 0.048 0.050
0.002 0.003 0.005 0.007 0.008 0.008 0.009 0.010 0.010 0.011 0.012 0.012 0.013
0.002 0.008 0.011 0.012 0.013 0.015 0.016 0.017 0.017 0.018 0.018 0.019 0.020
0.007 0.013 0.015 0.018 0.021 0.025 0.027 0.051 0.034 0.037 0.040 0.043 0.045
0.001 0.003 0,007 0.018 0.019 0.020 0.022 0.022 0.025 0.026 0.026 0.027 0.028
0.002 0.014 0.016 0.018 0.023 0.030 0.035 0.038 0.046 0.051 0.057 0.050 0.047
0.011 0.020 0,025 0.027 0.056 0.043 0.04% 0.056 0.052 0,049 0.047 0.046 0.044
0.001 0.010 0.020 0.025 0.035 0.042 0.069 0.066 0.063 0.060 0.057 0.051 0.049
0.017 0.052 0.043 0.051 0.056 0.05% 0.062 0.05% 0.056 0.054 0.051 0.048 0.040
0.008 0.042 0.057 0.062 0.065 0.063 0.060 0.059 0.058 0.058 0.055 0.054 0.050
0.001 0.002 0.003 0.004 0.008 0.00% 0.025 0.034 0.035 0.03% 0.053 0.05% 0.061
0.002 0.012 0,013 0.016 0.016 0.017 0.018 0.018 0.019 0,021 0.035 0.058 0.058
0.005 0.015 0.027 0.028 0.029 0.029 0.051 0.036 0.040 0.048 0.055 0.058 0.060
0.002 0.016 0,019 0.028 0.054 0.054 0.052 0.061 0.072 0,090 0.108 0.126 0.157
0.003 0.008 0.015 0.017 0.01% 0.026 0.027 0.028 0.043 0.057 0.061 0.072 0.050
0.010 0.028 0,034 0.057 0.040 0.044 0.048 0.045 0.054 0,063 0.071 0.076 0.050
0.001 0.002 0.013 0.031 0.041 0.041 0.042 0.043 0.045 0.046 0.078 0.081 0.086
0.002 0.041 0.041 0.052 0.063 0.082 0.120 0.076 0.091 0.084 0.107 0.158 0.103
0.006 0.033 0.034 0.038 0.044 0.045 0.048 0.045 0.042 0.038 0.024 0.023 0.018

El analisis de datos arroj6 que el azucar tiene influencia directa a la

absorbencia, a mayor cantidad de azucar, mas bacterias crecen en el medio, pero
disminuye la concentracion de oxigeno disuelto, es muy significativo el aumento de
la absorbencia de la muestra en cada punto de concentracion, siendo en el punto
alto el mayor crecimiento bacteriano. En el caso del sulfato de amonio esta fuente
de nitrégeno no tuvo gran significancia en el crecimiento bacteriano, el nivel alto y
el nivel bajo tuvieron baja respuesta a diferencia del punto medio que fue el mas
alto. El fésforo mostré una significancia alta. El nivel bajo mostré un crecimiento
bastante alto en comparacion con los niveles medio y alto, que, no hubo mucha
diferencia entre estos niveles, a menor nivel de fésforo mas crecimiento bacteriano,
por lo tanto, el costo del medio de cultivo baja ya que el fésforo es el material mas
caro de todos los ingredientes. El analisis arrojo que la fuente de potasio no tuvo
gran significancia ya que los niveles se mantuvieron cerca de la media. Aunque el
nivel alto mostro un ligero aumento en el crecimiento bacteriano. El indculo fue el

gue presenté menor significancia de todos los ingredientes del medio, debido a que
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todos los niveles estan cerca de la media, lo que indica que se puede usar la dosis
baja.

El azlcar y el superfosfato de calcio triple, como se muestra en el cuadro 13,
son los que tuvieron significancia en la turbidez, estan por debajo del valor a=0.10,
debido a esto, se tiene la certeza que estos factores afectan positivamente en el

numero de bacterias en el medio de cultivo.

Cuadro 13. ANOVA del parametro de turbidez del primer experimento.

Andlisis de Varianza de Medias
Fuente GL | SCSec. | SCAjust.| MC Ajust. F P
Azlcar 2 | 0.010665 | 0.010665 | 0.005333 | 11.95| 0.001
SA 2 | 0.000878 | 0.000878 | 0.000439 | 0.98 | 0.396
Fosforo 2 0.003133 | 0.003133 | 0.001566 3.51 | 0.054
Ultra-K 2 | 0.000529 | 0.000529 | 0.000265 | 0.59 | 0.564
In6culo 2 | 0.000016 | 0.000016 | 0.000008 | 0.02 | 0.982
Error Residual 16 | 0.007141 | 0.007141 0.000446
Total 26 | 0.022362

El nivel alto de azucar y el nivel bajo de superfosfato de calcio triple muestran

un aumento en la turbidez como se muestra en la figura 11.
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Medias Turbidez
Medias de datos

Aziicar Fésforo Ultra-K Inéculo
0.08
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Media de Medias

004

003
1545 4635 7725 605 1815 3025 63 189 315 105 315 525 11 33 55

Figura 11. ANOVA de medias de laturbidez del primer experimento.

Las relaciones sefial/ruido con alta significancia fueron el azlcar y la fuente
de fosforo, ademas de eso hay una similitud de la figura 11 que es el ANOVA de

medias con la figura 12 que es la de medias para relaciones de sefial/ruido.

Medias para Relaciones SN de Turbidez
Medias de datos
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1545 4635 7725 605 1815 3025 63 11 33 55

Sefial a ruido: Mds grande es mejor
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Figura 12. ANOVA de relaciones de sefal/ruido del oxigeno disuelto del

primer experimento.

Se confirma en el cuadro 14 que el azlcar y el fosforo afectan el crecimiento

bacteriano positivamente segun el analisis de medias de sefal/ruido.

Cuadro 14. ANOVA de relaciones de sefial/ruido para turbidez del primer

experimento.

Analisis de Varianza de Relaciones SN
Fuente GL | SCSec. | SCAjust. | MC Ajust. F p
Azucar 2 241.398 241.398 120.699 7.03 | 0.006
SA 2 12.234 12.324 6.117 0.36 | 0.706
Fosforo 2 127.515 127.515 63.758 3.72 |0.047
Ultra-K 2 2.884 2.884 1.442 0.08 | 0.920
Inéculo 2 7.934 7.934 3.967 0.23 | 0.796
Error Residual 16 274.543 274.5430 17.159
Total 26 666.509

Como recomendacion, el azucar en su nivel alto es el factor que mas influye
en el crecimiento bacteriano, por lo tanto, se debe usar la cantidad de 772.5 gr/50lts
de medio de cultivo. En el caso del sulfato del sulfato de amonio, lo recomendable
es usar el nivel bajo 60.5 gr/50lts, ya que este factor no tuvo significancia en el
aumento de la turbidez, asi que lo mas econdémico es usar la menor cantidad de
este fertilizante. El superfosfato de calcio triple, al tener significancia, la
recomendacion es usar 6.3 gr/50lts de medio de cultivo, ya que en esta cantidad se
presento el mayor crecimiento bacteriano. El ultra-K, que es la fuente de potasio, no

tuvo significancia, los 3 niveles se mantuvieron cerca de la media, por lo tanto, lo
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recomendable es usar el nivel bajo, para economizar, se recomienda usar 1.05
gr/50lt de medio de cultivo. En el caso del inéculo (Serenade), al no tener
significancia, lo recomendado es usar el nivel medio, 3.3 gr/50lts de medio de
cultivo. En cuadro 15 se tiene la recomendacion para la elaboracion del medio de

cultivo de este experimento.

Cuadro 15. Recomendacion de la férmula 50 litros del primer

experimento.

Azucar 772.5gr
Sulfato de Amonio 60.5 gr
Super Fosfato de Calcio Triple 6.3 gr
Ultra-K 1.05 gr
Serenade 3.30r

6.1.3 pH

El pH no mostro significancia en cuanto al desarrollo bacteriano, estuvo en
un rango de 6.4 a 7.6, en el uso del nivel de sulfato de amonio se noté una bajada
de pH ya que es un fertilizante de reaccién acida. En el cuadro 16 se observan las

mediciones del pH donde se notd que no cambiaba mucho.
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Cuadro 16. Resultados del pH del primer experimento.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 gl 10 11 12
7.3 7.3 7.3 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 75 75 7.5 7.5
7.3 74 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 75 75 75 75 75
7.3 74 7.5 7.6 75 7.5 7.5 7.4 7.3 71 6.9 6.9 6.4
7.2 7.3 7.3 74 75 75 74 74 74 74 74 74 74
7.1 7.2 7.3 74 74 7.4 7.4 7.4 7.4 713 74 74 74
7.2 7.3 7.3 7.3 74 7.4 7.4 75 74 74 74 74 74
7.1 7.1 7.2 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 74 74 74 74 74
7.1 7.2 7.3 73 73 74 74 74 74 74 74 74 74
7.1 7.2 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 1.3 7.3 7.3
7.2 7.3 74 75 75 7.5 7.5 75 75 74 74 74 74
7.2 7.3 74 74 74 7.5 7.4 7.4 75 74 74 74 74
7.2 7.2 73 74 74 75 74 74 75 74 74 74 74
7.2 7.2 7.3 74 74 74 74 74 74 74 74 74 74
7.2 7.3 7.3 74 74 7.4 7.4 7.4 7.4 74 74 74 74
7.3 7.2 7.2 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 713 713 7.3 7.3
6.9 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.2 6.8 6.9 6.6 6.3 6.3 6.3
7.0 7.0 7.0 70 70 70 7.0 6.8 6.6 6.6 6.6 6.8 6.8
6.9 70 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1
7.2 7.2 7.2 7.2 7.2 7.2 7.2 7.2 72 72 72 7.2 7.2
7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 7.3 713 713 7.3 7.3
73 73 73 73 73 73 7.3 73 73 73 73 73 73
7.0 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 6.9 6.9 6.9 7.0 7.0
7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 7.1 71 71 7.1 7.1
70 70 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 70 70
73 73 73 75 75 7.3 7.3 7.3 73 73 73 73 73
7.0 7.0 70 70 70 70 7.0 70 70 70 70 7.0 7.0
70 70 7.0 7.1 7.1 7.1 7.1 7.0 7.0 7.0 7.0 70 70

En este caso, el fosforo fue el que mas influyo, teniendo el valor P mas bajo

(a < 0.10) de todos los factores que componen el medio de cultivo.

El pH se mantuvo con pocas variaciones como se puede ver en el cuadro 17,
donde se observa que el valor mas bajo fue de 7.4 y el valor mas alto fue de 8.1, lo

gue nos da una media de 7.8.

Cuadro 17. Medias del pH del primer experimento.
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T.542363

El azucar en funcién del aumento de la cantidad fue bajando el pH, aunque
no fue una bajada estrepitosa de pH. En el caso del sulfato de amonio, es una fuente
de nitrégeno de reaccion &cida, por lo tanto, entre los niveles bajo y medio no hubo
una bajada de pH como se esperaria comunmente, pero a diferencia del nivel bajo
al nivel alto, significo una caida de pH significativa. El fosforo signific6 un aumento
de pH en cada nivel de cantidad, llegando a 7.3. La fuente de potasio tuvo un
comportamiento diferente, teniendo una bajada en el nivel medio, y una subida en
el nivel alto de potasio. El inéculo tuvo una subida en el nivel medio, aunque en el

nivel alto bajo. Para este experimento se obtuvo una media de 7.84 de pH.

Como se esperaba el factor que afectd mas el pH fue el sulfato de amonio,
ya que acidifico el pH del nivel medio al alto, caso contrario del superfosfato de
calcio triple que alcalinizé el medio cuando se cambi el nivel bajo por el medio; los

demas factores, no afectaron significativamente como se muestra en la figura 13.
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Medias de pH
Medias de datos

Azicar Fosforo Ultra-K Inculo
735

[

]

Media de Medias

7.05
7.00

1545 4635 7725 605 1815 3025 63 11 33 55

Figura 13. ANOVA de medias del pH del primer experimento.

6.1.4 Temperatura

Como el pH, la temperatura no tuvo gran cambio en el transcurso de la
corrida, siempre se mantuvo de 16°C a 20°C. Como se observa en el cuadro 18,
todas las mediciones que mostraron que no habia gran cambio en ninguna de las

corridas.

Cuadro 18. Resultados de temperatura del primer experimento.
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0 1 2 El 4 5 5] 7 g 3 o il 12
15 & 13 17 17 17 7 7 15 15 & & 15
13 =) 15 15 13 1B 15 15 15 1B 15 15 15
13 16 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 20
=] L) 13 13 13 13 & & 1= 1B & & 1=
13 =] 13 13 13 3 = = 15 15 = = 15
15 14 13 15 17 17 17 17 17 17 17 17 17
1B 15 15 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
15 15 7 7 16 16 16 16 15 16 i 7 17
15 7 7 17 17 17 7 7 17 17 = = 15
15 & & & 16 1 & & & 16 & & &
13 15 15 15 13 1B 15 15 15 1B 15 15 15
13 16 15 17 17 17 7 17 17 17 7 17 17
1B s & 1B L] & 16 1= L] 1 v i v
17 7 7 17 17 17 7 7 17 17 7 7 17
1B 15 15 15 17 17 17 17 17 17 15 15 15
1B 15 15 15 13 17 17 17 17 17 17 15 15
15 15 7 7 17 17 i 7 17 17 i 7 17
15 15 7 17 17 17 7 7 17 17 7 7 17
15 15 15 15 17 17 17 17 17 17 15 15 15
17 17 17 17 16 & 17 17 17 17 17 17 17
15 16 16 16 16 16 16 17 17 17 7 17 17
6 & 16 1B L] & 16 16 L] 6 16 i v
17 7 6 1B 16 1 6 6 16 16 6 6 16
17 17 16 16 L] & 16 16 B & 16 16 B
16 16 16 16 16 16 16 16 15 16 16 16 15
15 7 7 7 17 17 16 16 1B 16 16 16 1B
17 7 7 1B 16 1 6 6 16 16 6 6 16

El azucar tuvo el valor p mas bajo, por lo tanto, es el factor que més influy6
en la temperatura, a pesar de que la temperatura misma no tuvo gran significancia

en este parametro.

La temperatura media de este experimento fue de 18.5 °C, aunque la
temperatura mas baja fue de 17.3°C y la méaxima fue de 19.7°C, como se muestra

en el cuadro 19, no hubo grandes cambios.
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Cuadro 19. Medias de la temperatura del primer experimento.

15.5655:2

El azucar fue el que, al subir la cantidad bajo6 la temperatura, siendo parecido
el comportamiento del medio de cultivo al subir la cantidad de sulfato de amonio, y
el Ultra-K., la fuente de fésforo y el in6culo se mantuvieron cerca de la media, asi
gue en definitiva no tuvieron incidencia en la temperatura. Como se ve en la figura

14, para este experimento se tuvo una media de 18.56 °C.
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Medias de Temperatura
Medias de datos

Azticar S.A. Fésforo Ultra-K Inéculo

17.75

17.25 \ \ \/ /\ o\./

Media de Medias

16.75

16.50
1545 4635 7725 605 1815 3025 63 189 315 105 315 525 11 33 55

Figura 14. ANOVA de medias de latemperatura del primer experimento.

En la figura 15 se muestra en el ANOVA de la relacion de sefial/ruido, el
ingrediente que mostro mayor influencia sobre la temperatura, fue el azlcar, ya que
mostrd, una bajada considerable de temperatura desde el nivel bajo al nivel alto,
bajando casi 2 grados. Entre mas azucar, menor temperatura en el medio. El sulfato
de amonio tuvo un comportamiento parecido al azlcar, debido a que, al aumentar

el nivel de esta fuente de nitrdgeno en el medio, baj6 la temperatura.

50



Medias para Relaciones SN de Temperatura
Medias de datos

Azlcar S.A Fosforo Ultra-K Indculo

A

-2

w

Media de Relaciones SN

=]

1545 4635 7725 €05 1815 3025 63 189 315 105 315 525 11 33 5.5

Seftal a ruido: Nominal es lo mejor (-10xLog10(5"2))

Figura 15. ANOVA de relaciones de sefal/ruido de la temperatura del

primer experimento.

Entre mas sulfato de amonio, mas baja la temperatura. La fuente de fésforo
mostré un comportamiento diferente, ya que el nivel bajo mostré una temperatura
mas alta sobre la media, el nivel medio mostré una bajada de temperatura y el nivel
alto tuvo una subida de temperatura. La fuente de potasio, del nivel bajo al medio,
tuvo una subida de temperatura y del nivel medio al nivel alto, tuvo una bajada de
temperatura notable. Para este caso la opcién que se eligio en el software Minitab
para el ANOVA de la relacion sefial/ruido fue nominal es mejor como se muestra en

el cuadro 20.
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Cuadro 20. ANOVA de relaciones sefal/ruido de la temperatura del

primer experimento.

Tabla de respuesta para relaciones de sefial/ruido
Nominal es lo mejor (-10xLog10(s?))

Nivel Fosforo S.A. Ultra-K Azucar In6culo

1 -1.249 -1.249 2.764 -1.249 4,771
2 4.771 4.771 * 4.771 *

3 4.771 4.771 * 4.771 -1.249
Delta 6.021 6.021 0.000 6.021 6.021

Clasificar 2.5 2.5 5 2.5 2.5

El in6culo, tuvo gran significancia ya que, en cada nivel de concentracion, se
mantuvo cerca de la media, aunque si hubo un descenso de temperatura del nivel

bajo al nivel medio, asi como un pequefio ascenso del nivel medio al nivel alto.

6.2 Experimento 2

En esta fase, se tomaron los resultados del primer experimento, teniendo a
grandes rasgos, que la fuente de carbono (azucar) y la fuente de fésforo
(superfosfato triple de calcio) fueron los que tuvieron gran significancia en el
crecimiento bacteriano, se aplicé un disefio de 9 corridas, dejando los 3 niveles de
fuentes de nutrientes ya mencionadas, y sin meter los fertilizantes restantes al
disefio ya que se dejaron en un nivel para todas las corridas, ya que en los niveles
que quedaron, tuvieron mayor turbidez, el sulfato de amonio se dejo en el nivel
medio, el Ultra-K se dejo en el nivel bajo y el in6culo también se dejo en el nivel

bajo. En este caso, las mediciones se realizaron durante 24 horas, cada hora,
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midiendo los mismos parametros, oxigeno disuelto, pH, turbidez y temperatura de

los cuales se obtuvieron los siguientes resultados:
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6.2.1 Oxigeno disuelto

La medicion de oxigeno disuelto mas alta fue 4.47 mg/l, y la menor fue de 0.01 mg/l, esta es la medicion mas baja

que se puede tomar, mas no significa que se haya entrado en una fase anaerdébica, las bacterias siguen creciendo, y

aumentando la turbidez en cada. La relacién es que, a menor oxigeno disuelto, mayor es la concentracion de bacterias en

el medio de cultivo, sin llegar a la fase anaerdbica. En el cuadro 21 se puede observar todas las mediciones del oxigeno

disuelto.

Cuadro 21. Resultados del oxigeno disuelto en cada corrida durante 24 horas, cada hora.

1] 1 z 3 4 g E 7 g E] 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 | 22 23 24
447 4,33 430 41 403 412 3.8 349 340 338 2.7 248 289 2E7 24 218 200 208 216 204 142 165 179 112 .31
146 300 313 130 238 243 Z15 185 180 191 162 0.7 113 053 066 0.22 0.10 0.05 0.03 0.03 0.03 0.03 0.01 .01 0.0
291 297 293 251 242 186 202 162 143 147 106 033 01.34 04 013 0.18 006 0.03 .03 .02 0.01 0. 0.0 .01 .01
451 4.29 454 461 443 172 138 kAL 245 163 .36 047 013 0.08 010 .08 0.05 0.03 0.03 0.0 0.01 0. 0.01 .01 0.0
38 kAl 308 2.88 2.3 2103 195 199 245 192 12 0.2 013 01 (.06 (.06 .03 0.0 0.0 .01 0.01 0. 0.0 .01 .01
138 31 226 180 151 Al 121 11 JAll 1.2 283 AT i 14 0.20 01 .08 0.08 .05 .06 .05 .04 0.05 0.0 0.05
453 371 158 12 10 215 198 125 047 007 (.06 .02 01.06 (.04 (.04 .03 .03 0.03 .03 003 0.01 0. 0.0 .01 .01
31 246 00 126 116 095 .45 0.1z 0.08 .05 .05 0.03 0.03 0.03 0.02 .02 0.0 001 0.0 0.0 0.01 0. 0.01 .01 0.0
a7 282 266 250 213 196 164 0.5 051 013 003 0.03 0.03 0.0z o o 0m 0 o o 0o om 0 o o
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El analisis se mostré que, al ser un experimento industrial, el nivel de a se
ubico a una alfa de 0.10, asi que el azucar y el fésforo no tuvo una significancia en
el nivel de oxigeno disuelto. Asi mismo, el comportamiento de oxigeno disuelto fue
similar que al del experimento pasado que, al paso de las horas, el oxigeno fue

disminuyendo.

Oxigeno Disuelto

Concentracion mg/I

30

Horas

—0—L1 —@—L2 o— L3 4 ——L5 —e—L6 —e—|L7 —e—[8 —e—|9

Figura 16. Comportamiento del oxigeno disuelto del experimento 2.
En este experimento, ninguno de los factores que se evaluaron en sus
diferentes niveles fue significantes para la concentracion de oxigeno disuelto como

se puede ver en el cuadro 22, donde los valores estuvieron por encima del valor de

significancia a=0.10.
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Cuadro 22. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del experimento 2.

Fuentes GL | SC Sec. | SCAjust. | MC Ajust. F P
AzUcar 2 0.1724 0.1724 0.08618 0.93 0.464
Fosforo 0.1724 0.1724 0.08618 0.93 0.464
Error Residual 4 0.3687 0.3687 0.09218

Total 8 0.7134

Estos resultados reflejan que a mayor cantidad de azucar y fésforo baja el

nivel del oxigeno disuelto debido al crecimiento bacteriano, entre mas bacterias en

el medio, mayor consumo de oxigeno y menor disponibilidad en el medio de cultivo.

En la figura 17 se observa un cambio en la caida del oxigeno causada por el azUcar.

Media de Medias

035

030

0.25

0.20

015

0.10

0.05

0.00

Medias de Oxigeno Disuelto

Azucar

154.5 4635

Medias de datos

Fosforo

63 18.9

315

Figura 17. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del experimento 2.

En las relaciones de factores sefal/ruido, el nivel de significancia es de 0.10,

por ser un experimento industrial, asi que ambas fuentes de nutrimentos no tienen
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significancia. En cuanto al fosforo, si se nota una similitud en el cuadro 17 y 18

siendo el primero del ANOVA de medias y el ANOVA de relacion sefal/ruido,

aungue no se tuvo significancia alguna.

del experimento 2.

-250

-275

-300

-325

-350

Media de Relaciones SN

-375

-400

Medias Para Relaciones SN De Oxigeno Disuelto
Medias de datos

Azucar

1545 4635

Serial a ruido: Mds grande es mejor

725 6.3

Fosforo

18.9

315

Figura 18. ANOVA de relaciones de sefial/ruido del oxigeno disuelto

Como se nota en el cuadro 23, ninguno de los factores fueron significantes

para el oxigeno disuelto en el medio de cultivo.

Cuadro 23. ANOVA de relaciones de sefial/ruido del oxigeno disuelto

del experimento 2.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Azucar 2 262.9 262.9 1314 0.59 0.596
Fosforo 2 262.9 262.9 131.4 0.59 0.596
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Error Residual 4 890.9 890.9 2227

Total 8 1416.6

En funcién de los datos en relaciones sefial/ruido para el parametro del oxigeno
disuelto revela que se puede asegurar que el azlcar tiene una influencia directa en
la concentracion de oxigeno en el medio, entre mas azucar haya en el medio, menos

oxigeno habra.
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6.2.2 Turbidez

Interpretacion de la turbidez en el programa Minitab, se hizo el ANOVA a las medias de los resultados y a sefial/ruido

usando el criterio “MAS GRANDE MEJOR”. La turbidez mas alta la obtuvo la corrida L, a las 23 horas de fermentacion, con

una lectura en el espectrometro de 0.447, aunque, se debe hacer un conteo de unidades formadoras de colonias, para ver

si las bacterias no entraron en fase anaerobia.

Cuadro 24. Resultados de turbidez del experimento 2.

i 1 2 3 4 b [ 7 2 &l 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 b4 2 23 4
0.00 0.001 0.002 0.002 0.0z 0.0 0012 0014 0.5 0.021 0.035 0.03E 003 0.037 0.033 0.040 0.041 0034 0.040 0.042 0.045 0042 0.047 0.047 0.050
.00 0.002 10.008 0014 0020 0.0 0015 0.0z0 00z 0.023 0.025 0035 0040 0.050 0.058 (1081 10EG 0B .062 0.0 01105 017 0122 0137 0128
0.00 0.002 0.002 0.003 0.m2 0.0 0.02 0.0239 002 0.026 0.032 0.044 0.054 0.0e0 0.082 0.104 0.140 0174 0.207 0.208 (.1EE 0152 0125 0122 0122
.00 0.002 0.004 002 0.015 0.024 0.025 0.025 0038 0.045 0.053 0057 .07 0.047 .14 162 0.200 0.201 0207 1151 0162 1L1ED 0144 012 0124
0.00 0.009 0.010 0018 0020 0.021 0.027 0.0:339 0042 0.050 (L0EE 0.100 0.137 0161 0172 0,182 0.2 0.209 0.221 0.235 0.237 0.2 0.240 0.244 0.260
nnnz 0.004 0.008 0013 0020 0.027 0.0z 0.035 0035 0.035 (.05 (.05 01.051 0.0EE 0142 01249 01145 01151 0125 015 11114 0085 0.082 007 0030
0.0z 0.008 0.015 0.0 0.me 0.029 0.044 0.053 0.0v 0102 0125 0152 0.200 0.224 0.251 0.283 0.202 0.315 0322 0.2m 0.262 0.35E 0.2 0447 0.402
.00 0.00 0.003 001 0020 0.023 0.047 (1081 nnrz 0103 .12 (1155 0182 0.295 0247 0.300 0302 0.3 032 0312 0303 0.300 023 0.287 .27
0.0z 0.002 0.004 0.01 0.m2 0.021 0.23 0.240 0025 0.028 (1.05E 0.059 0.096 0122 0.181 0.217 0.230 0.2652 0.298 (.35 0.296 0.394 1408 0.3v2 0332

En funcién de los resultados del primer experimento, el azicar es uno de los factores gue mas significancia tienen

en el aumento de la turbidez; teniendo un a cercano a 0.05, aunque por ser un experimento de aplicacion industrial, se optd

por aumentar el a=0.10.
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La tendencia de la turbidez es el aumento al paso de las horas de
fermentacién como se puede observar en la figura 19, donde la mayor turbidez se

tuvo a las 11 horas por la corrida L.
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Figura 19. Comportamiento de la turbidez del experimento 2.

En el caso del fésforo tuvo una significancia menor a a=0.10 por lo tanto
también influy6 en el crecimiento bacteriano. El resto de los factores, como
demostraron desde el primer experimento poca significancia en la concentracion de
bacterias, siguieron igual, debido a que en este experimento también el sulfato de
amonio, el Ultra-K y el inéculo, se mantuvieron sin gran influencia. En este
experimento el azucar si tuvo significancia al afectar positivamente el crecimiento
bacteriano, teniendo el valor de p por debajo de a=0.10, como se muestra en el

cuadro 25.
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Cuadro 25. ANOVA de medias de la turbidez del experimento 2.

Fuente GL SC Sec. | SC Ajust. | MC Ajust. F P
AzUcar 2 0.089625 | 0.089625 | 0.044812 6.05 0.062
Fosforo 2 0.002062 | 0.002062 | 0.001031 0.14 0.874
Error 4 0.029604 | 0.029604 | 0.007401
Residual
Total 8 0.121291

En este caso, el analisis estadistico, evidencié que el azucar es el principal
implicado en el aumento en las mediciones de turbidez, ya que hay mayor cantidad
de bacterias en el medio. El superfosfato triple de calcio se mantuvo cerca de la
media, es por eso por lo que no tuvo gran significancia como se puede observar en

la figura 20.

Medias de Turbidez
Medias de datos

Azudcar Fésforo

035
030
025

020 /\

0.15

Media de Medias

0.10
154.5 4635 7725 63 8.9 315

Figura 20. ANOVA de medias de la turbidez del experimento 2.

En la figura 21 se muestra la sefial/ruido se obtuvo que el nivel mas alto de
azucar tuvo significancia en el crecimiento bacteriano, aunque se paso con una

décima del 0=0.10

54
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Figura 21. ANOVA de relaciones sefial/ruido de la turbidez experimento

2.

El fosforo mostré baja significancia en comparacion con los otros niveles.

Como ya se menciond, los demas factores no tuvieron significancia por lo tanto se

dejaron en los niveles con mas alta influencia en la turbidez como se demuestra en

el cuadro 26.

Cuadro 26. ANOVA de relaciones de sefal/ruido de la turbidez del

experimento 2.

Fuente GL | SC Sec. | SC Ajust. | MC Ajust. F P
AzUcar 2 185.52 185.52 92.76 4.28 0.101
Fosforo 21.47 21.47 10.73 0.50 0.642
Error Residual 4 86.68 86.68 21.67

Total 8 293.67
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Como recomendacion para este caso, tenemos que el azucar en el nivel alto
de azucar es que mas afecta a la turbidez, es por eso por lo que se recomienda
agregar 772.5 gr/50It en el medio de cultivo. El super fosfato de calcio triple, no
afectd al crecimiento como el azucar, por lo tanto, se recomienda usar el nivel bajo
6.3 gr/50It, de fosforo en el medio de cultivo para economizar el caldo de cultivo, en
combinacion con el nivel medio de sulfato de amonio, que se dejo en ese nivel al no
mostrar significancia desde el primer experimento, por lo tanto, se recomienda
agregar 181.5 gr/50It de sulfato de amonio. En el caso similar del Ultra -K que se
dej6 en el nivel bajo, por esta razén se recomienda agregar 1.05 gr/50It. Asi como
el Serenade se dej6 en el nivel bajo, es por esto por lo que se recomienda usar el
nivel bajo, 1.1 gr/50lt; en el cuadro 27 se muestra la formula completa del

experimento 2.

Cuadro 27. Recomendacioén de la formula del experimento 2.

Azucar 7725 gr
Super Fosfato de Calcio Triple 6.3 gr
Sulfato de Amonio 181.5 gr
Ultra-K 1.05 gr
Serenade 1.19r
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6.2.3 pH

Se mantuvo cerca de la media, es por eso por lo que no tuvo gran significancia en el crecimiento bacteriano, aunque
en el andlisis especifico de esta variante se notd que, en el nivel medio de azulcar, tuvo un ligero aumento y el fésforo se
mantuvo relativamente en la misma cantidad. Se obtuvo una media de 7.31. En el cuadro 28 se tienen las mediciones del

pH de este experimento.

Cuadro 28. Resultados del pH del experimento 2.

0 1 2z 3 4 b E 7 2 3 10 i 1z 13 14 15 18 17 12 13 20 21 2z 23 24
705 703 [l 718 7.2z 7.34 745 T4 7A2 781 7A2 785 7.54 783 7.54 T8 781 T} 76 782 T80 T4 7.34 71 724
T3 725 ] T4z 747 744 783 782 781 781 TAT T4E 7.34 7.30 FAL 7.0 E.84 E.80 ETZ 5 EE 5.40 .38 5.35 501 5.00
715 715 712 T2 T 713 71 709 E92 £ E.88 R E.87 .84 E.87 E72 E71 BTG 3] B.22 E21 £ 5.92 567 5.22
AL 78 7 AL Tk A A AL 714 74 12 TR A T3 Al 710 F.on Fan 700 7.0 E.40 E.40 £.80 E20 E20
T4z A T3 v.24 v.28 T.28 722 7.2 72 T2 71 7 T £33 67 ETD ETD ETD EES EEY EET E63 E62 EED E43
7 TH Tz 7 7.3 7.3 7.3 i ] ] 727 .27 727 T.26 726 726 726 725 724 T.24 v.2a T.26 726 724 ]
] 723 723 727 T2z V.22 7.2z 734 726 £.93 B8 E.28 E.21 .38 5.08 5.09 .10 5.03 5.06 505 .03 5.0 5.03 501 501
775 T3 77 L 768 7.EE 7.58 758 TAT 751 7h 75 744 748 748 748 TAT TAR TAR 745 745 744 743 743 TAZ
74D T4 748 751 751 744 7.8 749 7oA 74 74 7.3 737 7358 V.34 734 72 il 730 7.24 7.28 7.26 725 724 720

Al dejar el nivel del sulfato de amonio en el medio para todas las corridas, debido a que no tuvo mucha significancia,
no cambi6. Tampoco hubo cambios significativos en cuanto el azlcar y el superfosfato de calcio triple, mantuvieron el

comportamiento de no afectar tampoco al pH en gran medida como se muestra en la figura 22.

57




Medias De pH
Medias de datos

Azucar Fésforo

6.8
6.6

64

Media de Medias

6.2
6.0

58
154.5 4635 7725 63 189 315

Figura 22. ANOVA del pH del experimento 2.

6.2.4 Temperatura

Aunque la temperatura ambiental bajé un poco, la temperatura del medio de
cultivo aumento en funcién de la cantidad de azucar, esto debido a que, segun los
experimentos pasados, entre mas azucar, mas crecimiento bacteriano por lo tanto
la temperatura aumenta; en el caso del fésforo, entre mas contenia el medio de
cultivo, mas bajaba la temperatura. Las mediciones de la temperatura de todo el

experimento se muestran en el cuadro 29.
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Cuadro 29. Resultados de temperatura del experimento 2.

La temperatura no tuvo grandes cambios, siempre se mantuvo cerca de la media, como se puede observar en la

figura 23 aunque el nivel medio y alto de la azlucar y el nivel bajo del fosforo fueron los que subieron un poco la temperatura.
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Medias De Temperatura
Medias de datos

Azlcar Fosforo

170
16.9
16.8
16.7
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Media de Medias

16.5
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16.3
154.5 4635 M5 63 189 315

Figura 23. ANOVA de medias de la temperatura del experimento 2.

6.3 Experimento 3

Debido a que no se notaron resultados convincentes, se repitio el
experimento 2, los mismos niveles de nutrimentos, las mediciones todo fue igual,

pero con mediciones solo por 12 horas cada hora.

En este experimento, la temperatura del ambiente bajo, por lo cual, la
temperatura del agua bajé considerablemente hasta 4 grados, debido a esto, la

turbidez se vio afectada.
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6.3.1 Oxigeno disuelto

En el caso del oxigeno disuelto, el nivel de fosforo fue el que tuvo la mayor
significancia en el nivel de oxigeno en el medio, el nivel menor de fésforo mostré
que se tenia el nivel mas alto de oxigeno. En contraste, el nivel medio fue el que
provoco la mayor bajada en la concentracion de oxigeno en el medio. En el cuadro

30 estan las mediciones del oxigeno de este experimento.

Cuadro 30. Resultados del oxigeno disuelto del experimento 3.

Al ser un proyecto de aplicacion industrial, el nivel de significancia se cambio
a 0.10, debido a esto, el azucar y el superfosfato triple de calcio estan dentro de los

pardmetros para denotar que si influyeron en los niveles de oxigeno disuelto.

El comportamiento del crecimiento bacteriano fue similar al del experimento
pasado, se sigue la misma tendencia al aumento de la turbidez conforme pasan las

horas de fermentacion como se puede ver en la figura 24.
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Figura 24. Comportamiento del oxigeno disuelto del experimento 3.

En el cuadro 31 se observé que nuevamente ninguno de los factores tuvo

significancia en el oxigeno. Aunque en la figura 24 se muestra como baj6 al paso

de las horas de fermentacion.

Cuadro 31. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del experimento 3.

Fuente GL SC Sec. | SC Ajust. | MC Ajust. F p
Fosforo 2 4.2216 4.2216 0.2233 0.72 0.541
Azlcar 0.4467 0.4467 0.2233 0.08 0.928
Error residual 4 11.7213 11.7213 2.9303

Total 8 16.3896
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El nivel medio y alto de azucar fueron los que tuvieron una significancia en la
bajada de la concentracion del oxigeno disuelto, siendo que, en este experimento
el nivel alto de fésforo fue el que bajé mas el oxigeno como se muestra en la figura
25.

Medias De Oxigeno Disuelto
Medias de datos

Azlcar Fésforo
250
225
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Media de Medias
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1545 463.5 7725 6.3 189 315

Figura 25. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del experimento 3.

En el caso de sefal/ruido (figura 26), se tiene la certeza de que el nivel bajo
de fésforo es el que baja mas el nivel del oxigeno disuelto en el medio; el nivel medio
tuvo la significancia menor, asi que no se esta seguro de que en realidad baje el

oxigeno con este nivel.
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Figura 26. ANOVA de relaciones de sefial/ruido del oxigeno disuelto del

experimento 3.

El nivel alto de fésforo mostré también una alta significancia en que es de los

dos niveles que méas baja el oxigeno. Se confirma que los factores no tuvieron

influencia en el oxigeno disuelto como se observa en el cuadro 32.

Cuadro 32. ANOVA de relaciones de sefal/ruido del oxigeno disuelto del

experimento 3.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Fosforo 2 740.95 740.95 370.47 1.07 0.424
Azucar 26.42 26.42 13.21 0.04 0.963
Error Residual 4 1381.47 1381.47 345.37

Total 8 2148.84
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El fésforo no tuvo significancia, ya que los tres niveles se mantuvieron cerca
de la media. El azucar, el nivel bajo y alto tuvieron una sefial/ruido grande, asi que

estos niveles son los que influyen en el oxigeno disuelto.

6.3.2 Turbidez

Para la turbidez, el nivel alto de fésforo fue el que tuvo el menor aumento de
la turbidez, siendo esto, que entre menor sea el nivel del fésforo en el medio, menor
sera el crecimiento bacteriano, teniendo la mayor significancia de los tres niveles de

fosforo en el alto.

La tendencia es el aumento en todos los experimentos de bacterias en el
medio, como se muestra en la figura 27, en la hora 12, se puede notar que la
mayoria de las corridas llegan casi al mismo punto, aunque solo la mitad aumenten
de esa manera, las demas corridas se quedaron muy por debajo a comparacion la
La, Ls, L7, Loy Ls.

Turbidez

=600
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14

Horas

—0—L1 —e—1L2 o—1L3 4 ——L5 —e—L6 —e—L7 —8—[8 —e—|9

65



Figura 27. Comportamiento de la turbidez del experimento 3.

La lectura mas baja fue de 0.001 y la mas alta fue de 0.091 a las 12 horas de

fermentacién (cuadro 33). En todas las corridas, las lecturas mas altas se suscitaron

a las 12 horas, caso contrario en los experimentos pasados que las lecturas mas

altas salian a las 11 horas.

Cuadro 33. Resultados de la turbidez del experimento 3.

El andlisis de varianza de la turbidez (cuadro 34) muestra que ninguno de los

factores fue significativo, ninguno afecta positivamente en el aumento de bacterias

en el medio debido que estan por encima del valor de significancia.

Cuadro 34. ANOVA de medias de la turbidez del experimento 3.

Fuente GL SC Sec. | SCAjust. | MC Ajust. F P
Fosforo 2 0.000664 | 0.000664 | 0.000332 0.23 0.802
Azlcar 2 0.000683 | 0.000683 | 0.000341 0.24 0.798
Error residual 4 0.005702 | 0.005702 | 0.001425

Total 8 0.007049
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El azdcar en el nivel alto fue el que subi6 mas la turbidez, es el
comportamiento que se observo desde el primer experimento. En el caso del
superfosfato triple de calcio, también se comportdé como en el primer experimento,
el nivel bajo fue el que causo la subida de la turbidez como se muestra en la figura
28.

Medias De Turbidez
Medias de datos

Azucar Fosforo
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1545 463.5 7725 6.3 189 315

Figura 28. ANOVA de medias de la turbidez del experimento 3.

Existe una similitud entre las figuras 28 y 29, la primera es el ANOVA de
medias y la segunda es el ANOVA de relaciones de sefial/ruido, por lo tanto,
coincide que a pesar de que no hubo significancia, el nivel alto afecta positivamente
a la turbidez, asi como el, nivel bajo de fosforo. Cabe mencionar que la temperatura
del ambiente bajé en promedio 4 grados, por ende, la turbidez se vio afectada por

la temperatura del agua.
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Figura 29. ANOVA de relaciones de sefial/ruido de la turbidez del

experimento 3.

Se tuvieron valores p mayores que 0.10 asi que no se cumple con los valores

necesarios para determinar que estos factores influencian el crecimiento bacteriano

como se muestra en el cuadro 35.

Cuadro 35. ANOVA de relaciones de seial/ruido de la turbidez del

experimento 3.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
AzUcar 2 9.349 9.349 4.675 0.11 | 0.900
Fo6sforo 14.493 14.493 7.246 0.17 | 0.852
Error Residual 4 173.299 173.299 43.325

Total 8 197.141
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No se obtuvieron datos confiables en el experimento 2, ya que en el
experimento pasado se obtuvieron lecturas muy por fuera de la curva de crecimiento
bacteriano normal, habia lecturas muy altas y justo en la siguiente medicion,

arrojaba lecturas muy bajas.

Como recomendacion para este experimento, resulta parecido al experimento
pasado, la cantidad recomendada en funcion del resultado del ANOVA para el
azucar es de 772.5 gr/50It ya que segun el grafico es el que mas aumenta la
cantidad de bacterias en el medio. El superfosfato de calcio triple, en su nivel bajo
es el que mas influye en la turbidez, aunado al nivel medio de sulfato de amonio,
181.5 gr/50It, el nivel bajo de Ultra-K 1.05 gr/50lt, y el nivel bajo de Serenade 1.1
gr/50It. En el cuadro 36 se muestra la formula del experimento 3.

Cuadro 36. Recomendacion de la formula del experimento 3.

Azucar 7725 gr

Super Fosfato de Calcio Triple 6.3 gr

Sulfato de Amonio 181.5 gr

Ultra-K 1.05 gr

Serenade 1.19r
6.3.3 pH

El pH permanecié igual sin cambios significantes, aunque tuvo una ligera
bajada en el nivel medio de azlcar y volvid a subir en el nivel alto; en el caso del
fésforo, el nivel medio fue el que subié mas el pH. La lectura mas baja fue de 6.86
y la mas alta fue de 7.64 (cuadro 37).
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Cuadro 37. Resultados del pH del experimento 3.

7.62 7.61 7.6 7.6 7.56 7.56 7.55 7.52 75 741 741 7.38 7.37
7.42 7.41 7.38 7.37 7.37 7.36 7.35 7.35 7.34 7.34 7.31 7.3 7.28
742 7.41 74 7.39 7.39 7.38 7.35 7.34 7.32 7.3 7.29 7.25 7.24
7.45 7.45 7.43 7.43 7.42 741 7.35 7.33 7.22 7.07 7.01 7.01 6.86
7.63 7.61 7.58 7.57 7.55 7.55 7.54 7.53 7.52 7.52 7.51 7.5 7.48
7.84 7.72 7.68 7.67 7.66 7.66 7.65 7.64 7.64 7.31 7.3 7.29 7.29
741 741 7.39 7.38 7.37 7.36 7.35 7.35 7.34 7.31 7.31 7.29 7.27
7.58 7.53 7.49 747 7.45 7.44 7.43 741 741 7.39 7.37 7.36 7.35
7.58 7.57 7.56 7.49 7.49 7.48 7.22 7.21 7.2 7.19 7.18 7.18 7.17

No hubo ninguna significancia en los factores evaluados, ni el fésforo ni

el azUcar afectaron el pH, aunque en este caso, el azlicar se mantuvo cerca de la

media, mientras que el fésforo en su nivel medio si afecto el pH (cuadro 38).

Cuadro 38. ANOVA de medias del pH del experimento 3.

Fuente GL | SC Sec. | SC Ajust. | MC Ajust. F P
Azlcar 2 | 0.006319 | 0.006319 | 0.003159 0.10 0.904
Fosforo 0.050541 | 0.050541 | 0.025270 0.83 0.500
Error Residual 4 | 0.121896 | 0.121896 | 0.030474

Total 8 | 0.178756

Al ser un factor que no tuvo significancia en el crecimiento bacteriano, se
denota que le aztcar se mantuvo cerca de la media, por lo tanto, no afecta tanto el
pH (figura 30); pero en el caso del superfosfato triple de calcio, el nivel medio, subio

el pH, en contraste con el nivel bajo y el nivel alto.
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Medias De pH
Medias de datos

Azacar Fésforo
740

735

7.30

Media de Medias
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720
154.5 463.5 7725 6.3 18.9 315

Figura 30. ANOVA de medias del pH del experimento 3.

Se not6 una gran influencia de los componentes del medio de cultivo sobre
el pH ya que, a mayor cantidad, los dos suben el pH como se muestra en la figura
31. El nivel alto de azucar y al nivel alto de superfosfato de calcio triple fueron los

gue aumentaron mas el pH.

Medias Para Relaciones SN De pH
Medias de datos

Azlcar Fésforo

Media de Relaciones SN
r

32

30

1545 463.5 725 63 189 315

Sefial a ruido: Nominal es lo mejor (-10xLog10(s*2))

Figura 31. ANOVA de relaciones de sefal/ruido del pH del experimento 3.
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Se tiene la certeza de que ambos de los factores analizados inciden en el

comportamiento del pH (cuadro 39) siendo que a mayor cantidad de superfosfato

triple de calcio baja mas el pH; mismo efecto que tiene el aztcar, a mayor cantidad,

mas baja el pH.

Cuadro 39. ANOVA de relaciones de sefial/ruido del pH del experimento

3.
Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
AzUcar 2 63.06 63.06 31.53 0.75 | 0.528
Fosforo 186.19 186.19 93.10 2.22 | 0.225
Error Residual 4 167.68 167.68 41.92
Total 8 416.94

6.3.4 Temperatura

En las ultimas lecturas, no se mostré cambio alguno, ni subidas ni bajas de

temperatura, lo que explica el comportamiento del crecimiento bacteriano al no

presentar abruptas subidas o bajadas de temperatura, teniendo un aumento

sostenido de bacterias contenidas en el medio. En el cuadro 40 se muestran las

lecturas que estuvieron en 13°C y 14°C.

Cuadro 40. Resultados de la temperatura del experimento 3.
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Debido a que las mediciones de temperatura salieron casi iguales, la mayoria

salieron en 13°C. es por eso por lo que en la figura 32 no se vio ningun cambio en

los tres niveles de cada factor.

Medias De Temperatura
Medias de datos
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154.5 4635 7725 63 189 315

Figura 32. ANOVA de relaciones sefial/ruido de la temperatura del

experimento 3.

6.4 Experimento 4

73



En este experimento, se repitid el disefio del primer experimento, un L27 en
el cual, la fuente de carbono se cambid, el azucar por melaza, haciendo las

mediciones cada hora, durante 12 horas.

6.4.1 Oxigeno Disuelto

Para este caso, donde usamos azucar en lugar de melaza, el oxigeno
disuelto se vio afectado por el nivel medio de melaza, que eran, asi también el nivel
medio de fosforo mostré un efecto similar al de la melaza, en el nivel medio. La
fuente de nitrégeno al igual que la melaza y la fuente de fosforo, tuvieron en el nivel
medio la mayor influencia el nivel de oxigeno disuelto; aunque la fuente de potasio
mostroé en su nivel alto una bajada de la concentracién en el caldo. En cuanto el
in6culo, se mantuvo cerca de la media en sus tres niveles. En el cuadro 41 se
muestran todas las lecturas donde se puede apreciar que la lectura mas baja fue de
0.01 mg/lt y la més alta fue de 4.41 mg/lt.
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Cuadro 41. Resultados del oxigeno disuelto del experimento 4.

0 1 2 3 4 5 g 7 i 3 10 i 12
L, 1.7k 451 445 364 3ER 3E2 145 3.2 209 285 24 2.2 20z
L. .17 38 R0 34K 283 237 147 0.s 027 024 .13 013 0o
L, 4.41 4.30 341 338 214 2.93 2.84 235 1.61 0.491 076 | 047
L, 3491 375 373 3.5 3.2 2.86 251 174 1.3 0.73 0.33 021 0.13
L; 368 JET 301 2.94 2.9 253 216 0.51 0.64 0.54 0.47 0.4 0.z
L; 34K 180 2.2z 213 20z 1398 174 136 nn 045 0.1 iy 0oz
L, AL 188 19 2.26 238 253 253 2.1 24 124 0EY 051 04y
L, 418 403 2aa 251 24 237 128 3.2 R R an 2495 252
L, 332 244 2.3 1.61 1.53 145 138 1.35 115 083 085 0.7 063
Lu 2.3 1.96 202 1.86 174 201 202 1.66 113 .63 053 0.43 033
L 163 083 0.47 0.45 0.21 0.2 0.13 0.13 0.13 0.3 043 0.44 0.35
Ly 2. 243 239 2.2 2. 178 1.21 naz 043 04z 036 0.4 0.
L1 283 2. 21 2.08 13 143 145 0.51 0.4s 045 04z . 0nzy
Ly R 2.9 245 2. 21 1.1 136 033 063 054 nhz 0.6 naz
Lis 351 2.51 197 1.73 162 159 122 n.gz2 0.56 072 0.51 0.23 0.15
L 345 ALl 304 2.0z 2.0 301 2491 282 2.35 208 151 147 n.gz2
L+ 4.51 4.44 EAll 2.94 274 2.52 1.1 073 0.75 072 063 0.67Y 053
Ly 282 A 13 2497 2h7 21 125 112 105 naz 0326 0.7 NEz
L1 2.4 203 1.33 174 137 132 0.74 036 . 055 036 0.2: 025
Lz 158 423 24 2.249 205 2m 153 136 0.3: nay 075 065 04y
Lz 2.54 215 133 177 137 0.3 052 045 043 0.41 036 024 0.25
Lz 323 ALl 1.85 155 073 0.53 0.52 043 0.47 0.45 0.41 0.37 0.23
Lz 4.04 398 296 215 137 0.87 .85 n.gz2 0.ri 0.74 0.7z 0.64 .61
Lay 282 ] 2.2z 252 2.0 113 nvz 0.7E 053 0Ez2 0y 058 L1
La: 4.9 1.1 244 238 2.4 2.3 2.3 224 152 157 143 127 11
Lz 28 ara 3 267 A3 351 348 348 34K 343 a4 2497 252
L 4.53 1.21 393 39 354 293 2.5 2.7 2,78 257 261 2.57 2.53
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El comportamiento del oxigeno disuelto va en decremento en todos los
experimentos, debido a que las bacterias van aumentando en nimero y consumen
cada vez méas oxigeno, por eso disminuye a través de las horas de fermentacion

como se muestra en la figura 33.

Oxigeno Disuelto

Concentracion mg/L

14

Horas

-1 —e—|2 —@—|3 —0—l4 —@—L5 —0—L6 —8—L/ —8—I8 —8—L9
—— 110 ——L11 —@—L12 —@—L13 —0—L14 L15 L16 —@—L17 —@—L18

——1L19 —8— 20 —8— 21 —0— 22 —@—[23 —8— 124 L25 L26 L27

Figura 33. Comportamiento del oxigeno disuelto del experimento 4.

Se encontré que al igual que el azucar, la concentracion del oxigeno disuelto
baja a mayor cantidad de melaza en el medio de cultivo, aunque se noto6 que, en el
nivel medio, bajé mas aun. El sulfato de amonio fue el que tuvo efecto en su nivel
medio sobre el crecimiento bacteriano al tener el valor de significancia por debajo

del a=0.10 los demas factores no tuvieron significancia (cuadro 42).
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Cuadro 42. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del experimento 4.

Fuente GL | SC Sec. | SC Ajust. MC Ajust. F p
Fosforo 2 1.5289 1.5289 0.7645 198 | 0.171
S.A. 2 4.9854 4.9854 2.4927 6.45 | 0.009
Ultra-K 2 0.2813 0.2813 0.1407 0.36 | 0.700
Melaza 2 1.9013 1.9013 0.9507 2.46 | 0.117
In6culo 2 0.2545 0.2545 0.1273 0.33 | 0.724
Error Residual 16 6.1832 6.1832 0.3864

Total 26 | 15.1347

El fésforo en el nivel medio causé el nivel mas bajo en la concentracién del
oxigeno disuelto en el medio, en contraste con el nivel alto que causo la mayor
cantidad de oxigeno debido a la poca cantidad de bacterias contenidas en el caldo.
El superfosfato de calcio triple en su nivel medio, el sulfato de amonio en su nivel
alto, y la melaza en su nivel medio, fueron lo que bajaron mas la concentracion de

oxigeno disuelto, como se observa en la figura 34.
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Grafica de efectos principales para Medias de Ox. Disuelto
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Figura 34. ANOVA de medias del oxigeno disuelto del experimento 4.

Solo se muestra similitud en el caso del sulfato de amonio en su nivel alto, en
la figura 35 se confirma que el nivel alto de sulfato de amonio es el que mas afecta

a | oxigeno disuelto, y la melaza en su nivel medio causan la caida de esta variable.

Grafica de efectos principales para Relaciones SN de Ox. Disuelto
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Serial a ruido: Mds grande es mejor
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Figura 35. ANOVA derelaciones de Sefial/Ruido del oxigeno disuelto del

experimento 4.

En el caso de sefal/ruido, el nivel alto de nitrégeno, ademas del nivel alto de
fosforo, son los que menos afectan a la concentracion de oxigeno disuelto en el
medio. La melaza, el in6culo el potasio se mantuvieron cerca de la media, sin

mostrar cambios extremos como se muestra en el cuadro 43.

Cuadro 43. ANOVA derelaciones de sefial/ruido del oxigeno disuelto del

experimento 4.

Fuente GL | SCSec. | SCAjust. MC Ajust. F p
Fésforo 2 | 1966 | 196.63 98.313 | 1.55 |0.247
SA 2 | 790.88 | 790.88 395439 | 6.15 |0.010
Ultra-K 2 | 1121 11.21 5.607 0.09 |0.917
Melaza 2 | 11919 | 119.19 59.596 | 0.93 | 0.416
Inoculo 2 6.8 6.87 3433 | 0.05 |0.948
Error Residual | 16 | 100932 | 102932 | 64333

Total 26 | 2154.10

El factor que tuvo mayor significancia en el oxigeno disuelto en este
experimento fue la fuente de nitrégeno que tiene un valor 0=0.010, por lo cual

estamos seguros de que fue el que mas influencié en esta variable.

6.4.2 Turbidez
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En el caso de la turbidez, la corrida que tuvo mayor cantidad fue la L12 (cuadro
44), la cual contenia, el nivel medio de melaza, el nivel bajo de nitrégeno, nivel medio
de fésforo, nivel alto de potasio y el nivel alto en el indculo. Alcanz6 una turbidez de

0.221 a una densidad optica de A=600, a las 11 horas de fermentacion.

Cuadro 44. Resultados de la turbidez del experimento 4.

1] 1 2 3 4 ] E i a8 ] 10 1 12
Ly 0.001 0.003 0.004 0013 0.012 0016 0.017 0.013 0.0z 0.021 0.0 0.0:31 0.033
L. 0.002 0.00: 0.017 0.0249 0.042 0.052 0.069 0.0:33 0106 0134 0.151 IR 0191
La 0.002 007 0022 0023 0.025 0.029 0.034 0.038 0.0EE 0.07E 0.036 0y 0123
Ly 0.001 0.00z 0.010 0027 0.042 0.056 0.062 0.070 0.032 0114 0128 0143 0161
L: 0.001 0.00z 0.010 0.027 0.042 0.05E 0.082 0.070 0.09z2 0114 0128 0143 0161
Lc 0.002 0.058 0052 0.059 0.060 0.05 0.061 0.064 0.07E 0.036 0.032 0.092 0106
Lz 0.0 0z 0.015 0015 0.01g 0.021 0.024 0.0a2 0043 0077 0103 0.03s 0.091
La 0.001 0.00z 0.00E 0.007 0.002 0.003 0.0 0.01m 0016 0.0 0.041 0.045 0.052
Ls 0.0z 0032 0nis 0.042 0.051 0061 0.061 0034 0128 0139 0134 013 n.12g
L 0.001 0012 0024 0.031 0.036 0.039 0.047 0.051 0.052 0.054 0.0 0.083 0.091
Ly 0.0 0.0 0026 0.054 0.053 0077 010z 0.1z0 0138 0158 0126 013z 0.13g
Lz 0.002 0.091 0032 0.09:3 0.095 0.1 015 0137 0156 0173 0208 0221 0111
Lis 0.001 n.on2 0004 0.007 0.014 0.024 0.034 0.05E 0.074 0.021 0,097 0.099 0102
L4 0.001 0.011 0.059 0.0E5 0072 0074 0.0g2 0101 0122 0138 0161 0152 0142
Lis 0.001 0016 nnz4 0.04:3 0.051 0072 0.093:3 0105 0106 0125 01N 014 0.141
L 0.001 0.013 0038 0.045 0.042 0.049 0.051 0.053 0.056 0.075 0.037 0105 0113
L 0.001 0.013 0niz 0.041 0.04E 0.042 0.052 0036 0.032 0.09:3 0.032 0102 015
Lu 000z 0.0 0.04 0.04% 0045 0,051 0.06% 0065 0083 0104 0121 0128 0132
L 0.001 0.063 0066 0.067 0.071 0072 0.074 0.091 0.036 015 0121 0127 0132
La 0.0 00248 02 0033 0035 007 0.03% 0.04 0061 0.073 0023 0.0a7 011z
Ly 0.002 0038 0053 0.055 0.052 0.061 0.064 0.092 0102 0129 0144 016G 012
Lz 0.0 0.05E 0054 0.0 0074 0105 oy 0127 0154 0156 0.1 0183 0137
Lz 0.002 0.003 0.013 0.013 0026 0.036 0.0449 0072 0.0g2 0127 0135 0142 0151
La 0.0 0.0EE g2 0084 0,080 01 0115 0114 0133 0152 0143 0145 0129
La: 0.001 0.003 0.021 0.025 0027 0.029 0.031 0.042 0.051 0.081 0.0E5 0.0E7 0.071
Lz 0.001 0.035 0056 0.064 0067 0062 0.069 0.070 0072 0074 0077 0.0 0.095
L;; 0.001 0.043 0.051 0.054 0.055 0.056 0.057 0.057 0062 0.0E5 0.0 0.0v4 0.031

La tendencia sigue en cuanto a la turbidez, aumenta al paso de las horas
de fermentacion, aunque existen aumentos en funcion a la composicion de cada
medio de cultivo o corrida, en este caso el medio de cultivo con el que se alcanz6
la mayor cantidad de bacterias fue el que tenia el nivel medio de melaza, nivel bajo
de sulfato de amonio, nivel medio de fésforo, nivel alto de potasio y nivel alto del

in6culo como se muestra en la figura 36.
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Figura 36. Comportamiento de la turbidez del experimento 4.

El ANOVA de medias (cuadro 45) muestra que el sulfato de amonio tuvo
significancia en el oxigeno, al tener su valor p por debajo de a=0.10, segun el

analisis, solo en sulfato de amonio tuvo significancia.
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Cuadro 45. ANOVA de medias de la turbidez del experimento 4.

Fuente GL SC Sec. | SC Ajust. MC Ajust. F p
Fosforo 2 0.000558 | 0.000558 0.000279 0.18 0.836
S.A. 2 0.009954 | 0.009954 0.004977 3.22 0.067
Ultra-K 2 0.001880 | 0.001880 0.000940 0.61 0.556
Melaza 2 0.002177 | 0.002177 0.001088 0.61 0.509
In6culo 2 0.002886 | 0.002886 0.001443 0.93 | 0.413
Error Residual 16 | 0.024693 | 0.024693 0.001543

Total 26 0.042149

El nivel medio de sulfato de amonio en combinacién con el nivel medio de

superfosfato de calcio simple, el nivel bajo de Utra-K y el nivel medio de Serenade,

fueron los que mas aumentaron la turbidez, como se muestra en la figura 37.

Media de Medias

015

014

013

0.

(Y]

011

010

Grafica de efectos principales para Medias de Turbidez
Medias de datos

Fésforo

Ultra K

Melaza

Inéculo

ey

189 315 603 1815 3025 105 315 525 1545 4635 7725 11 33

55

Figura 37. ANOVA de medias de la turbidez del experimento 4.
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En este experimento, a diferencia de todos los demas, la melaza cambio la
tendencia que venia de los demés experimentos, causé una mayor necesidad de
nitrdgeno, aunque bajé también bajo la necesidad de fuente de carbono, teniendo
el nivel de suficiencia con el nivel medio de melaza, como se muestra en la figura
38.

Grafica de efectos principales para Relaciones SN de Turbidez
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Sefial a ruido: Mds grande es mejor

Figura 38. ANOVA de relaciones de sefal/ruido de la turbidez del

experimento 4.

En el ANOVA de relacion de sefal/ruido (cuadro 46) muestra que, aunque en
el ANOVA de medias, el sulfato de amonio se pasa el nivel de a por poco. Pero la

tendencia del aumento de la turbidez es notoria.7

Cuadro 46. ANOVA de relaciones de sefial/ruido de la turbidez del

experimento 4.

Fuente GL | SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
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Fosforo 2 12.393 12.393 6.196 0.53 | 0.596
SA 2 58.698 58.698 29.349 2.53 | 0.111
Ultra-K 2 4.083 4.083 2.041 0.18 | 0.840
Melaza 2 22.472 22.472 11.236 0.97 | 0.400
Inoculo 2 20.872 20.872 10.436 0.90 | 0.426
Error Residual 16 | 185.407 185.407 11.588

Total 26 | 303.925

La fuente de nitrégeno tiene el valor que mas se acercé al valor de a=10,

debido a esto, fue el que mas afecto al crecimiento bacteriano.

Como recomendacion, tenemos qué, el nivel medio del superfosfato de calcio

triple no tuvo significancia en la turbidez, por lo tanto, se recomienda agregar 6.3

gr/50It en el medio de cultivo. Para el caso del sulfato de amonio que, si tuvo

significancia en el crecimiento bacteriano, el nivel medio fue el que mayor afecto

tuvo, por lo tanto, agregar 181.5 gr/50lt.

Para el caso del Ultra-K el nivel bajo fue

el que mas afectd positivamente el crecimiento bacteriano, por esto, agregar 1.05

gr/50It, el nivel necesario de melaza fue el medio, agregar 463.5 gr/50lt y el in6culo,

el nivel necesario se recomienda el medio, lo que significa, agregar 3.3 gr/50It. La

férmula completa se muestra en el cuadro 47.

Cuadro 47. Recomendacion de la formula del experimento 4.

Melaza 463.5 gr
Super Fosfato de Calcio Triple 6.3 gr
Sulfato de Amonio 181.5 gr
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Ultra-K 1.05 gr

Serenade 3.3¢gr

6.4.3 pH

Una vez mas, el pH se mantuvo cerca de la media, sin cambios significativos,
la corrida que tuvo el pH mas bajo fue la L22 (cuadro 48), la cual tenia el nivel medio
de nitrégeno, el nivel alto de melaza, el nivel bajo de fosforo, el nivel alto de potasio

y el nivel bajo del in6culo.
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Cuadro 48. Resultados del pH para el experimento 4.

] 1 2 3 4 7] E 7 ] a 10 1 12
Ly a2 . 73 r.2d T.249 .28 727 T.26 725 T.24 .23 722 7.2
L. v.ha TET T.A6 il 754 TA3 TE2 7443 T47 T4E 745 T44 743
Ls 749 T4z .45 T4 742 A R V.26 ] 724 723 Tz 7.2
Ly .58 TaT .56 744 T4 ] i T.26 725 T.24 .23 722 7.2
Ls 7.6 Th A7 ThE T4 7.4 723 726 ] 724 T2 Tz 7.
Le T.ET TE2 a7 T.EE T4 7.4 T2z 7.2 T.14 T2 AN bR Tz
L; T.ET TER T.64 T.E1 7.6 T.5E ThE: T4 e 7.8 .35 732 71
Ly T.ET TER T.64 TES TE .03 T.H8 T 7.ah a5 .43 749 .45
Ly TET TEG T.64 TED Th3 TAE TEE T.A6 il TH T8 T45 743
Lu TAE TAG v.ag ] A V.24 T2z EAL o4 T E92 £.21 ETD
L1y T4 T34 T35 il T.249 T2 T.04 .03 .01 633 B.A7 635 6.35
L+ 7.4 7.4 74 T4 ] T2 A EAll ik B4 EET g4 B33
Lus 749 TAT .45 7.4 739 A1 T2T v.04 7. B9z E2T E2E 2
L T.43 744 T.43 744 745 T3 7.22 7.2 T.18 716 FAll 708 7.
Lis .43 744 .45 747 745 .45 T43 T4z .41 T4 T3 735 V.2
L T2 TEl 7.3 bt THE .51 T43 74T T4 TH et TE Epcil
L1 v.re TIE 7.4 7. TES T.ET TEZ TEl rhe 755 744 TAE A2
Lu 7.8 7.8 T 7.ag Fx] 7.5 744 AT T4 TH .25 T.04 T.m
Las 7.4 ] 27 T 726 726 T4 23 ] T 7.4 13 7.05
Lz 7.61 TEl 7.5a rhe 7he V.5E TEE .54 .51 7449 TAT Ta5 .44
Lz 7.6 7B .58 7.06 T8 .43 TAT .45 T4 T35 T3 704 6.35
Lz T4z T34 T.32 il T.29 T3 704 T.m E.71 (1] B.53 655 6.45
Lz T4 ] ERc 7.4 T.2E 714 EA v.09 E9 E2E EQ6 & E.ED
Lz 713 EA ] 713 T.13 T2 T3 Fall 1.1 rod .02 .02 EEd E.35
Lz 7.5 TET TE 7.ag a7 .55 T42 T4 Far T35 .22 7.l T
Lz T TE3 T.EE TET TET T.EE TEl v.ha ThE Th3 .51 EAT E.95
L:; 7.4 7.2 7.29 ] 7.28 7.26 T.24 7.4 vz T2 719 e 712

Al no mostrar grandes cambios se sacaron las medias de las mediciones del pH de

cada corrida, y al final la media de todo el experimento, el cual fue de 7.3 (cuadro 49).

No se dieron cambios significativos en el pH.
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Cuadro 49. Medias del pH del experimento 4.

[Rci e

El fésforo fue bajando el pH conforme se fue aumentando la cantidad en el
medio, la mayor caida del pH se dio del nivel bajo al nivel medio, ya que bajo de 7.3
a 7, y del nivel medio al nivel alto no fue tan brusco el cambio. En el caso del
nitrégeno, la cantidad mas alta, subio el pH, siendo el nivel medio el que mas lo
bajo; algo parecido sucedi6é con el potasio que, en su nivel mas alto, subié el pH
siendo que, en los niveles bajo y medio, representaron una leve bajada en este
variable. La melaza, en sus niveles bajo y medio se mantuvieron muy cerca de la

media sin tener un cambio significativo, cosa contraria con el nivel alto, ya que
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significo una bajada. El in6culo se mantuvo cerca de la media, promediando asi, en

todas las corridas un pH de 7.3. Como se muestra en la figura 39.

Grafica de efectos principales para Medias de pH
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Figura 39. ANOVA de medias del pH del experimento 4.

6.4.3 Temperatura

Como el pH, la temperatura no tuvo gran cambio en el transcurso de cada
corrida, siempre se mantuvo de 16°C a 20°C. En todos los experimentos no se
dieron cambios bruscos de temperatura, y este no es la excepcion, en el cuadro 50

se muestran todas las lecturas.
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Cuadro 50. Resultados de temperatura del experimento 4.
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La temperatura no tuvo mayor cambio, al ser todos los datos cercanos a la
media, no resultd significativo. Las medias de temperatura de cada corrida se
muestran en el cuadro 51. Aunque el experimento se llevé a cabo en noviembre, no

afecto esta vez a la temperatura del medio de cultivo

Cuadro 51. Medias de la temperatura del experimento 4.

16.15
17.07
16.E1
16,52
1653
16.E1
15.7E
16.07
16.07
16.15
16.53
1638
16.51
16.7E
1715
16.E1
16.E1
1638
16,84
16.E4
16.04
16.53
6.2

1645
16.15
16.E3
16.E3

La media de temperatura de este experimento fue de 16.5 °C, esto se debio
a que el experimento fue realizado en época de frios, en diciembre, por eso se vio
afectado por la temperatura ambiente. La temperatura no mostré alguna limitacién
en el crecimiento bacteriano, todas las variables se mantuvieron cerca de las medias
(figura 40).
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Grafica de efectos principales para Medias de Temperatura
Medias de datos

Fosforo Ultra K Melaza Indculo

S. A
16.1
16.0
15.9
15.8

15.7

Media de Medias

63 189 315 603 1815 3025 105 315 525 1545 4635 7725 11 33 55

Figura 40. ANOVA de medias de la temperatura del experimento 4.

6.4 Discusion

Al estar representando las condiciones que se tienen en campo para realizar
estos biorreactores, no se pueden manipular la temperatura ya que en el
experimento 3 bajaron las temperaturas ambientales y por la tanto el crecimiento

bacteriano se vio un poco afectado, pero no en gran medida.

El disefio y el armado del biorreactor de bajo costo, lo que representa una
gran ventaja para los agricultores al presentar una inversion minima para el proyecto
de la produccion de Bacillus subtilis para el control de enfermedades de los cultivos,

para el mejoramiento de suelos y como fuente de reguladores de crecimiento de las

plantas.
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En comparacion con el trabajo de Sreekumar y Krishnan [23], quienes
lograron un crecimiento bacteriano de 10.052x10° a las 24 horas de fermentacién
con ingredientes que incluian extracto de carne, citrato de amonio como fuentes de
nitrogeno, ademas de lactosa, peptona y glucosa como fuente de energia e
hidrégeno-fosfato de potasio como fuente de fésforo y potasio, que a su vez algunos
de estos ingredientes son dificiles de conseguir para personas que no tienen acceso
a un laboratorio. El medio de cultivo previamente desarrollado en el ITEL resulté ser
mas barato y facil de conseguir, ademas de obtener a las 11 horas de fermentacién

una concentracion de 1x10* UFC/ml.

No existen muchos trabajos como este ya que la mayoria se dedican a la
produccion y extraccion de metabolitos secundarios como Plaza [41] que uso
residuos de la agroindustria para producir un biosurfactante, o a la biorremediacion
de residuos agroindustriales como Miranda [39] que usé Bacillus subtilis, para
aprovechar dichos residuos.

En el caso del pH y la temperatura de todos y cada uno de los experimentos,
estos parametros no se vieron afectados por ninguno de los factores en sus

diferentes niveles; por esto solo se calcularon las medias de cada resultado.

La melaza mostr6 que, a menor concentracion, suministra el nivel necesario
de carbono para el crecimiento bacteriano, aunque, se necesite mas nitrégeno y

potasio.
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VIl.  CONCLUSIONES

El uso de fertilizantes quimicos de uso diario resulta muy viable para la
preparacion de caldo de cultivo para producir la mayor cantidad de Bacillus subitilis,
ademas de la fuente de energia que es el azucar, se puede sustituir por melaza y

bajar incluso, mas aun el costo de produccion de esta bacteria.

Es muy importante la reduccion y en un futuro no muy lejano la erradicacion
del uso de productos de sintesis quimica para el control de enfermedades de los
cultivos; ademas de esto, que los productores tengan acceso a la informacion de la
produccion de bio-fungicidas, para el manejo de esta problematica que es la que
mas limita la remuneracion de los productores, ya que, del gasto total para

produccion de cultivos, se gasta en manejo fitosanitario.

La recomendacion para la produccion masiva de 50 litros de Bacillus subtilis
a un costo bajo, usando ingredientes faciles de conseguir, ademas también de un

in6culo adecuado es:

Melaza 463.5 gr
Super Fosfato de Calcio Triple 6.3 gr
Sulfato de Amonio 181.5 gr
Ultra-K 1.05gr
Serenade 3.3¢gr
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