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Resumen

Las bacterias enddfitas son aquellas que viven en el interior de las células o los tejidos de
plantas superiores sin causar dafio. Klebsiella oxytoca es una bacteria enddfita promotora del
crecimiento vegetal y con efecto biocontrolador, razén por la cual, el objetivo del presente
estudio fue determinar las condiciones 6ptimas de crecimiento de esta bacteria, en matraz y
en biorreactor, obtenida de plantas de higo (Ficus carica) en estudios anteriores. Para esto, se
evaluo el crecimiento de la biomasa de K. oxytoca en caldo nutritivo bajo diferentes condiciones
de agitacion y temperatura en matraz, determinando que las condiciones a 200 rpm y 30 °C
fueron las que produjeron una mayor biomasa. Posteriormente, utilizando medio caldo nutritivo
en el biorreactor de 3,7 L, se determind que una agitacion de 500 rom presenta valores de K a
mas altos y tiempos de fermentacion menores que si se trabaja a 750 rpm. Ademas, bajo una
agitacion de 500 rpm, se determind que medios basados en residuos agroindustriales pueden
funcionar como fuentes de crecimiento alternativas para este microorganismo. Por ultimo,
el tratamiento de caldo nutritivo a 500 rpm fue modelado mediante el modelo logistico y la
ecuacion de Pirt, obteniendo, en ambos casos, coeficientes de determinacion superiores a 0,95.
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Abstract

Endophytic bacteria are characterized for living within plant cells and tissue without causing any
harm to the plants. Klebsiella oxytoca is an endophyte that promotes plant growth and also has
a bio-controlling effect; therefore, the objective of the current study is to determine the optimal
growth conditions, in flask culture as well as in a bioreactor, for this bacteria collected from
previous studies performed on fig plants (Ficus carica). To achieve this, biomass growth of K.
oxytoca flask cultured in nutritive broth was assessed under different agitation and temperature
conditions, and it was determined that 200 rpom and 30 °C produced the highest biomass yield.
On the other hand, using a broth culture in a 3.7 L bioreactor, it was established that 500 rpm
presents higher K a values and a shorter fermentation time than when using an agitation speed
of 750 rpm. Additionally, under an agitation speed of 500 rpm, the use of culture media based
on agro-industrial residues can provide an alternate source of energy for this microorganism.
Finally, the treatment using culture broth at 500 rpm was modeled using a logistic model and
Pirt’s equation, resulting in both cases, on a coefficient of determination higher than 0.95.

Introducciéon

Las bacterias pueden crear asociaciones cercanas con las plantas, como por ejemplo
patogénicas, epifitas, enddfitas, simbidticas, no simbidticasy antagonicas. Estos microorganismos
forman grupos diversos filogenéticamente representados por especies pertenecientes en amplia
cantidad a diferentes géneros y familias. Cuando se establecen tales vinculos, tipicamente
se intercambian sefiales con su hospedero y se desarrollan diversos mecanismos para su
adaptacion y colonizacion [1].
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Los microorganismos endoéfitos comprenden hongos y bacterias que viven, sin causar dafio, en
el interior de las células y los tejidos de las plantas superiores, durante una parte de su ciclo
de vida bifasico, que alterna entre la planta y el suelo [2] [3]. Principalmente, residen en los
espacios intercelulares y muy pocas veces en espacios intracelulares o dentro de los tejidos
vasculares [1]. Las bacterias enddfitas promueven el crecimiento de las plantas, aumentan la
resistencia a enfermedades, contribuyen a la fijacion biolégica de nitrégeno, interactuan con
patdégenos y brindan proteccion contra los mismos [4].

Diversa microbiota promotora del crecimiento vegetal se encuentra tanto en la rizésfera como
dentro de las plantas en modo de bacterias enddfitas. Entre ellos se encuentran géneros
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae como Enterobacter, Klebsiellay Serratia [5] [6]
[7]. Klebsiella oxytoca es un microorganismo anaerobio facultativo, Gram negativo que esta
presente en una variedad de fuentes ambientales como el suelo, la vegetacion y el agua [8]. Se
caracteriza por poseer una prominente céapsula de polisacaridos y la presencia de adhesinas
[9] [10].

Klebsiella oxytoca ha sido utilizada con fines biotecnolégicos en diversas areas, presenta
potencial biorremediador, pues degrada hidrocarburos [11], compuestos organicos hidrofébicos
[12], sustancias toxicas como el cianuro [13], asi como insecticidas organoclorados [14], nitrilos
[15], acidos benzoicos [16], colorantes azoicos [17] y el farmaco diclofenaco [18]. Ademas, se
ha reportado la produccion de bioelectricidad en conjunto con la degradacion de acidos grasos
[19], ha sido capaz de llevar a cabo la desulfuracion termofilica de dibenzotiofenos [20], entre
otras muchas aplicaciones [21] [22] [23].

Como bacteria enddfita, esta especie ha promovido el crecimiento vegetal debido a su
capacidad de fijar nitrégeno y de solubilizar el fésforo [24] [25] [26], produce auxinas [27] [26]
y, ademas, exhibe antagonismo contra Fusarium oxysporum [28], Pythium aphanidermatum
[29] y Gaeumannomyces graminis [30]. También ha presentado potencial como inoculante
microbiano para biofortificacién con selenio [30].

Por esta razon, el objetivo de esta investigacion fue determinar las mejores condiciones de
cultivo en matraz y en biorreactor de 3,7 L para el crecimiento de la bacteria enddfita K.
oxytoca, aislada de plantas de higo (Ficus carica) como potencial microorganismo de multiples
aplicaciones biotecnologicas.

Metodologia

Obtencién de la bacteria endéfita Klebsiella oxytoca

La bacteria Klebsiella oxytoca se obtuvo de crioviales conteniendo 20% de glicerol y 80%
de medio caldo nutritivo mantenidos a -80 °C, la cual fue previamente aislada de hojas de
higo Ficus carica L. de la variedad “Brown Turkey” [31] e identificada molecularmente por
Alvarado-Marchena y colaboradores [32]. Una asada del criovial, previamente descongelado
a temperatura ambiente por 15 min, se in6culo en una placa Petri con medio agar nutritivo.
Después de 24 h de crecimiento, se tomd una colonia y fue rayada en otra placa del mismo
medio de cultivo.

Cultivo en matraz

Posteriormente, se realizd un indculo de la bacteria. En matraces de 250 ml, conteniendo
50 ml de medio caldo nutritivo, se colocd una colonia de la bacteria. Se dej6 creciendo el
microorganismo a 100 rpm durante 18 h. Al cultivo bacteriano en matraz se le realizé un conteo
celular mediante camara de Neubauer y se agrego el volumen necesario para realizar el ensayo
de optimizaciéon de condiciones de crecimiento en matraz, empezando con una concentracion
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inicial de 1,0 x 10° cél/ml. El ensayo se realizd con dos factores diferentes, agitacion a 100, 150,
200y 250 rpm y temperatura a 30 y 37 °C, determinando el conteo celular mediante camara de
Neubauer a las 24 h, tomando una muestra de 1 ml y realizando las diluciones requeridas de
acuerdo a la concentracion celular. Para cada tratamiento se realizaron tres repeticiones. A los
resultados obtenidos se les realizd un andlisis de varianza y una prueba de Tukey usando el
programa estadistico Minitab® [33].

Crecimiento en biorreactor bajo diferentes agitaciones

Se realizd fermentaciones en un biorreactor R’ALFs de 3,7 | (Bioengineering®). El equipo se
utilizé a 30 °C, con caldo nutritivo adicionando 5 g/l de glucosa, un pH de 7.0, un impulsor tipo
propela marina y se probaron dos agitaciones diferentes: 500 y 750 rpm. Para cada ensayo se
determind la K a por medio del método dinamico.

El pre-in6culo se realizd bajo las condiciones optimizadas con anterioridad, en el cual se inoculd
una concentraciéon requerida para iniciar la fermentacion con 1,0 x 108 cél/ml de la bacteria.
Se tomaron muestras cada 1 0 2 h y se analizd la biomasa mediante camara de Neubauer y
densidad optica a una absorbancia de 600 nm y el consumo de glucosa mediante el método
de Trinder [34].

Prueba con residuos agroindustriales

Bajo las mismas condiciones de indculo descritas anteriormente y la agitacion determinada en
el ensayo anterior, se procedid a realizar las fermentaciones mediante dos medios de cultivo
basados en residuos agroindustriales y un tratamiento control, correspondiente al medio caldo
nutritivo suplementado con 5 g/l de glucosa. Los medios basados en residuos agroindustriales
fueron procesados de cascaras de pifiay cascaras de papaya. Para la elaboracion de los medios
de cultivo, los residuos se colocaron en una proporcion 1:1 con agua destilada y se licuaron
durante 10 min hasta su homogenizacion. Posteriormente, se elaboré el medio disolviendo los
residuos homogenizados en una proporcion 1:10 v/v con agua destilada, el caldo obtenido se
calentd hasta ebullicion durante 10 min y luego se filtré para eliminar los residuos sélidos. El
filtrado fue el medio de cultivo utilizado en el biorreactor y se le determino la K a mediante el
método dinamico. El biorreactor se inoculé con 1,0 x 10° cél/ml y cada hora, durante 13 horas,
se tomaba una muestra en donde se le determiné la biomasa mediante camara de Neubauer.

Modelaje de la cinética de crecimiento

A las mejores condiciones de crecimiento se les realizd un modelado primario del crecimiento
de la biomasa mediante el modelo logistico [35], dado por la ecuaciéon matematica:

o)
(1)

Donde X . es la biomasa maxima, X es la biomasa en el tiempo y y__ es la velocidad maxima
de crecimiento del microorganismo. La integracion de la ecuacion 1 usando X= X, (t=0) da
como resultado la ecuacion

dX

E = WmaxX (1 -
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Ademas, al consumo de sustrato se le realizd un modelado a través de la ecuacion de Pirt [36]

[37], dado por la ecuacion matematica:

1

mg

Y/ B Yxymax  p (3)

Donde Y, es el rendimiento de la biomasa sobre el sustrato, Y  max es el rendimiento de la
biomasa sobre el sustrato maximoy m_ es el coeficiente de mantenimiento. Si se sustituye la
ecuacion 2 en la 3, se obtiene la siguiente ecuacion del modelo:

Xoe Hmaxt
S(t) = 50 - Y X
*/s 1 -2 (1 — el-’-maxt)
Xmax

Resultados y discusion

Cultivo en matraz

MsXmax

X
— Xy | - —m 1_X_°(1 — eMmaxt)

Hmax max

(4)

En el cuadro 1 se observa la clasificacion segun la prueba de Tukey aplicada a los diferentes
tratamientos de optimizacién de las condiciones de crecimiento de K. oxytoca en matraz.
Los datos presentaron homocedasticidad (p>0,050), aleatoriedad y normalidad (p>0,050). El
analisis de varianza determind que existen diferencias significativas en la temperatura (p=0,000)
y la agitacion (p=0,000), ademas, las variables presentaron interaccion entre ellas (p=0,000).

Cuadro 1. Prueba de rangos de Tukey de los diferentes tratamientos realizados en matraz.

Tratamiento Promedio Biomasa (cél/ml)*
100 rpm a 30 °C 1,2 x 10° bc
150 rpm a 30 °C 1,8 x 10° ab
200 rpm a 30 °C 2,4 x 10° a
250 rpm a 30 °C 7,1 x 108 d
100 rpom a 37 °C 6,9x 108 d
150 rpm a 37 °C 1,6 x 10° ab
200 rpm a 37 °C 8,0x 108 d
250 rpm a 37 °C 8,9 x 108 cd

*Letras diferentes significa que presentan diferencias estadisticas significativas.

La temperatura afecta la estabilidad y la actividad biolégica de diferentes moléculas de
los microorganismos, por lo que cada microorganismo tiene un rango de temperatura de
crecimiento y una temperatura en donde alcanza su velocidad maxima de crecimiento [38].
Asi, diferentes temperaturas permiten la obtencion de diferentes rendimientos de biomasa y de
productos. Klebsiella oxytoca presenta un amplio rango de temperaturas de crecimiento junto a
otros microorganismos de su misma familia, que pueden ir desde los 25 °C hasta los 37 °C de
manera optima [39]. Bajo esta premisa, se evalut el efecto de la temperatura en el crecimiento
de K. oxytoca, obteniendo que una temperatura de 30°C gener6 una mayor biomasa de manera

significativa que la obtenida a 37°C.
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Este fendbmeno ya se ha reportado en otras cepas de este mismo microorganismo, en donde
una cepa aislada de suelos costeros, presentd un crecimiento que fue casi el doble en términos
de absorbancia, a temperaturas de 30 °C con respecto a la misma cepa en una temperatura
de 37 °C, no obstante, la produccion de los compuestos de interés en esta investigacion (2,3
butanediol y acetoina), fueron mayores a 37 °C [40] sin embargo, también hay reportes de
crecimiento a 37°C de este microorganismo, para la produccion de los mismos compuestos
mencionados [41]. Por otro lado, se reporta la degradacion de carbendazim de una cepa
silvestre de K. oxytoca a temperatura ambiente, alcanzando concentraciones de 3,5 x 107 cél/
ml, utilizando a este compuesto como fuente de carbono [42], mientras que en otro estudio de
biorremediacion, se ha utilizado este microorganismo a 30 °C para la degradacion de cianuro
[43].

En relacion con la agitacion, esta permite la homogenizacion de la biomasa, la dispersion de
las burbujas de aire, del medio de cultivo, pH y del calor en medios liquidos [38]. Diferentes
autores han reportado el crecimiento de K. oxytoca en condiciones en matraz bajo diferentes
revoluciones por minuto, las cuales fueron 80 rpm [42], 150 rpm [40] [41] y 200 rpm [44] [45],
lo que provoco que se evaluaran cuatro agitaciones diferentes para la produccion de biomasa.
Bajo las variables analizadas, se pudo determinar que existe una interaccion entre las variables
temperatura y agitacién, determinando que, a 200 rpm con una temperatura de 30 °C, es la
condicion optima de los tratamientos evaluados, para el crecimiento de K. oxyfoca.

Prueba en biorreactor con diferentes agitaciones

En la figura 1 se observa la cinética de crecimiento por conteo celular (1a) y densidad 6ptica
(1b) de K. oxytoca bajo dos condiciones diferentes de agitacion. En ambos casos se observa
que las cinéticas a 500 rpm llegan a fase exponencial y fase estacionaria en un menor tiempo.
Sin embargo, a las 13 horas, ambas cinéticas alcanzan concentraciones de 3,0 x 10° cél/ml.
Ademaés, se denota el consumo de glucosa por parte del microorganismo (1c), en la que el
tratamiento a 500 rpm agota el sustrato a las 11 h, mientras que el tratamiento a 750 rpm requirié
12 h.

Se realizé un ensayo con diferentes agitaciones de 100, 200, 300 y 400 rpm y una estrategia de
dos agitaciones (300 rpm durante 15 h y 200 rpm las restantes 15 h) en la fermentacion de K.
oxytoca para la produccion de 2,3 butanediol [44]. Los autores obtuvieron una mayor cantidad
de biomasa al aumentar la agitacion, pasando de 4,3 g/l de peso seco a 100 rpm, hasta una
concentracion de 5,2 g/l de peso seco a los 400 rpm. Sin embargo, la concentracion maxima
de butanediol se dio a los 200 rpm. La estrategia de dos agitaciones arrojoé datos de 5,0 g/l
de peso seco y la maxima concentracion de butanediol de todos los tratamientos realizados.
Por otro lado, en una fermentacion con una cepa ingenierizada de K.oxytoca a 400 rpm se
obtuvd concentraciones cercanas a los 9 g/l, utilizando glicerol puro y mayores a 13 g/l en
fermentaciones con glicerol crudo [45].

De acuerdo con los resultados anteriores, se denota que existe una relacion entre la biomasa
y la velocidad de agitacion, cuando estas son menores a los 400 rpm, sin embargo, es posible
gue exista una velocidad de agitacion maxima, en la cual, ya no exista un mejoramiento en
la biomasa obtenida. En este caso particular, la biomasa obtenida en la fermentacion en el
biorreactor a 500 rpm es mayor que las obtenidas en los tratamientos en matraz, y en un
menor tiempo de fermentacion, sin embargo, al aumentar la velocidad de agitacion, esta no
provoco un aumento de la biomasa, mas bien, se da un aumento en el tiempo de fermentacion,
especificamente en la fase lag. Esta fase se caracteriza por ser una fase de adaptacion del
microorganismo al medio de cultivo y a las condiciones de crecimiento y su duracion es variable
dependiendo de la fisiologia de las células y su grado de adaptacion a las condiciones del
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cultivo [38], pudiendo significar que las células bacterianas del indculo que se encontraban en
condiciones de crecimiento de 200 rpm, al adaptarse a las nuevas condiciones de agitacion de
750 rpm, provocaran un mayor tiempo de adaptacion, alargando el tiempo de la fermentacion.
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Figura 1. Cinéticas de crecimiento de Klebsiella oxytoca en biorreactor a 500 rpm (circulo
con linea continua) y a 750rpm (cuadrados con linea discontinua de puntos) por conteo

celular en camara de Neubauer (a), densidad éptica (b) y consumo de glucosa (c).

Con respecto al coeficiente volumétrico de transferencia de masa, la K a para el tratamiento a
500 rpm fue de 46,352 h', mientras que el tratamiento a 750 rpm presentd un valor de 25,808
h7'. Es importante sefialar que la transferencia de oxigeno constituye un factor muy importante
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en el crecimiento de los microorganismos y el escalado en fermentaciones aerobias, ya que
el oxigeno tiende a ser muchas veces un compuesto limitante, debido a su baja solubilidad
en soluciones acuosas, por lo que frecuentemente se emplean alternativas en las condiciones
de operacion como cambios en la velocidad de agitacion, el flujo de aireacion o el sistema
de distribucion de aire [46]. En este caso particular, se obtuvo que a mayor coeficiente de
transferencia de oxigeno hay un mayor consumo de este por parte de Klebsiella oxytoca (datos
no mostrados), pero en ninguno de los dos tratamientos el oxigeno fue un factor limitante,
probablemente por ser un microorganismo anaerobio facultativo y tener una tasa de respiracion
baja. Ademas, se denota que una mayor velocidad de agitacion, provocd un menor valor de
K,a. Esto concuerda con los resultados obtenidos por [47] en donde encontraron que, en un
biorreactor de tres litros, el valor de la K a aumentaba hasta llegar a los 618 rom, valor en el
cual, el analisis de superficie generaba la meseta y los valores de K a tendian a disminuir. Esto
puede ser provocado porque la velocidad de agitacion ya no provoca una mejor distribucion ni
un menor tamanfo de las burbujas adentro del biorreactor, sino mas bien, provoca coalescencias
de la misma, disminuyendo los valores de K a.

Ademas, de acuerdo con los parametros de la fermentacion obtenidos, los valores de velocidad
de crecimiento y el tiempo de duplicacion en ambas agitaciones son muy parecidos, sin
embargo, a 500 rpm se obtiene un rendimiento mayor, logrando formar una generacion mas de
células en una hora menos de fermentacion, por lo que se selecciona esa agitacion como la
Optima para el crecimiento de K. oxytoca (cuadro 2).

Prueba con residuos agroindustriales

Los valores del coeficiente volumétrico de transferencia de masa fueron altos para el medio
caldo nutritivo (46,352 h'') y para el medio caldo pifia (37,023 h'), no asi para el medio de
caldo papaya cuyo valor es bastante menor en comparacion a los otros tratamientos (14,579
h''). La K a en el biorreactor, es afectada por factores como las propiedades del medio de
cultivo y del gas a utilizar, la geometria del biorreactor, las condiciones de operacion y el tipo
de microorganismo [46], por lo que, en este caso, las diferencias en los valores obtenidos se
relacionan con la densidad, viscosidad y otras propiedades propias de los medios de cultivo,
qgue limitaron la transferencia de oxigeno, con respecto al caldo nutritivo. Ademéas, del mismo
modo que en el ensayo de agitacion, se observé que al tener un mayor valor de K a, la tasa de
respiracion del microorganismo fue mayor (datos no mostrados), seguramente debido a que el
microorganismo es anaerobio facultativo [8].

Ademas, en la figura 2 se observa las cinéticas de crecimiento por conteo celular. Se evidencia
que K. oxytoca logré alcanzar concentraciones de 3,3 x 10° cél/ml, mientras que el medio
caldo pifia llegd una concentracion maxima de 2,3 x 108 cél/ml y el medio caldo papaya a una
concentracion de 5,4 x 108 cél/ml. Se ha demostrado que este microorganismo es capaz de
crecer de manera optima bajo diferentes fuentes de carbono como lo son la glucosa, galactosa,
fructosa, xilosa y sucrosa, con rendimientos cercanos entre si [40] es decir, puede utilizar tanto
azucares reductores como no reductores.

El medio caldo pifa y caldo papaya se elaboraron a partir de residuos agroindustriales de
cascaras con restos de la fruta, el anélisis mediante el método de Trinder determind que el
caldo pifia contenia 1,67 g/l de glucosa, el medio papaya contenia 1,57 g/l, mientras que al
caldo nutritivo contenia 5 g/l de glucosa. Sin embargo, se reporta que, el corazén de la pifia
contiene 0,113 g de azucares reductores por cada gramo de fruto, de los cuales 0,0114 g de
éstos corresponden a glucosa [48]. Mientras que para la papaya se reportan 0,0178 gramos de
azucares reductores por cada gramo de la fruta [49].
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Figura 2. Cinéticas de crecimiento de Klebsiella oxytoca en biorreactor en medio de cultivo caldo nutritivo
(circulos con linea continua), caldo pifia (cuadrados con linea discontinua de puntos) y caldo papaya
(rombos con linea discontinua de rayas) mediante el conteo celular en camara de Neubauer.

A pesar de que se hace necesario realizar una cuantificacion de los azUcares totales y azucares
reductores de ambos residuos agroindustriales, o en su defecto de los medios elaborados,
con el fin de comprender a plenitud las diversas fuentes de carbono presentes en el medio de
cultivo, asi como su concentracion, se evidencia que los residuos agroindustriales utilizados
presentan una combinacion de azucares, algunos de los cuales son reductores, que pueden
ser utilizados como fuente de carbono en fermentaciones de Klebsiella oxytoca, sin embargo,
en este caso en particular, los medios basados en residuos agroindustriales presentaron
crecimientos menores. La optimizacion de estos medios, podria permitir aumentar la biomasa
de K. oxytocay, por ende, ser utilizados como alternativa a los medios sintéticos.

Los parametros obtenidos en las fermentaciones permiten evidenciar que el caldo nutritivo
tuvo valores de crecimiento mas altos, ademas que se obtuvieron una menor cantidad de
generaciones con tiempos de duplicacion mas altos (cuadro 2) en comparacion con los valores
obtenidos en los medios de cultivo basados en residuos agroindustriales.

Cuadro 2. Comparacion de parametros en el biorreactor de 3,7 | bajo
diferentes velocidades de agitacion y medios de cultivo.

Caldo nutritivo a 750 0,99 0,72 85~9 6,3 x 108 10
rem

Caldo nutritivo a 500 0,96 0,70 9,7 ~ 10 8,1 x 108 9
rom

Caldo pifa a 500 0,87 0,80 75 =8 - 8

rom

Caldo papaya a 500 0,89 0,78 7,7~8 - 9
rom

Modelo® 1,16 0,60 10,1 = 10 1,3 x 10° -

'Rendimiento fue expresado en cél/ml de biomasa / g/l de glucosa

2Tiempo de fermentacion para llegar a fase estacionaria

SPardmetros obtenidos se determinaron mediante los datos obtenidos del modelo logistico y la ecuacion de Pirt
aplicados al tratamiento de caldo nutritivo a 500 rpm.
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Modelaje de la cinética de crecimiento

Con los datos obtenidos, se selecciond el tratamiento de caldo nutritivo a 500 rpm para realizar
el modelaje cinético. De acuerdo con los datos del modelo logistico (figura 3a) (ecuacion 2),
el coeficiente de determinacion del modelo con respecto a los datos experimentales fue de un
97,99%, dado por la regresion lineal:

Modelo logistico (In cél/ml) = 0,9236 *(Biomasa experimental In cél/ml) + 1,7626.

Mientras que, para el consumo de glucosa, la ecuacion de Pirt (ecuacion 4) respecto a los
datos experimentales obtuvo un coeficiente de determinacion de 95,98% (figura 3b), expresado
mediante la regresion lineal:

Ecuacion de Pirt (g/l) = 0,9992 *(Glucosa experimental g/l) - 0,1501.

Ademas, de acuerdo a los datos del modelo, se obtuvieron los parametros mas alto de la
velocidad de crecimiento y rendimiento de la biomasa sobre el sustrato, con el menor tiempo
de duplicacion. Sin embargo, al final llegan a una cantidad similar de generaciones en la
fermentacion (cuadro 2). Se logré determinar que, en este caso, ambos modelos logran
predecir el comportamiento de los datos experimentales.

24

Biomasa (In cél/ml)

12
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (h)

6,0 b

50 ©

Glucosa (g/1)

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (h)

Figura 3. Modelaje de la cinética de crecimiento (a) y consumo de glucosa (b) de Klebsiella oxytoca en
biorreactor en medio de cultivo caldo nutritivo a 500 rom mediante el modelo logistico y la ecuacion de Pirt,
respectivamente. Los circulos son los datos experimentales y la linea continua son los datos del modelo.
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Conclusiones

Los cambios en las condiciones de crecimiento de temperatura y agitacion para Klebsiella
oxytoca en matraz provocaron diferencias significativas en la biomasa final obtenida,
evidenciando que estos factores son importantes de optimizar para la produccién de biomasa
de este microorganismo. Sin embargo, al evaluar velocidades de agitaciéon en el biorreactor,
se denotd que este parametro en altas velocidades (superiores a 500 rpm) no mejora el
coeficiente volumétrico de transferencia de masa ni las concentraciones finales de biomasa,
mas bien, produce un aumento en el tiempo de fermentaciéon del microorganismo. Por otro
lado, los medios de cultivo basados en residuos agroindustriales pueden ser utilizados para
el crecimiento de Klebsiella oxytoca debido a su capacidad de utilizar azUcares reductores y
no reductores como fuentes de carbono. A pesar de que los valores de biomasa son inferiores
al medio definido, se recomienda hacer estudios de la composicién quimica de los residuos
agroindustriales que permitan optimizar el medio, al suplementarse con otros componentes, lo
que podria aumentar los rendimientos y las biomasas obtenidas. Por ultimo, se logré evidenciar
que el modelo logistico y la ecuacion de Pirt pueden predecir el comportamiento de las cinéticas
de crecimiento y consumo de glucosa de Klebsiella oxytoca en biorreactor.
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