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OPTIMIZACION DE MEDIOS DE CULTIVOS PARA MICROORGANISMOS,
UNA VALIOSA ESTRATEGIA PARA LA PRODUCCION
DE BIOPREPARADOS DE INTERES AGRICOLA

Gretel GOmez=y C. Batista

ABSTRACT. Culture media constitute the world of
microorganisms under laboratory conditions, trying to
simulate their natural habitat to satisfy their most vital needs
asliving beings. Thedesign of aculture medium respondsto
demands of the microorganismin question and to the objective
pursued with its multiplication; therefore, the selection of
nutrients and their appropriate concentrations is a greatly
important factor. However, the employment of an appropriate
methodology makes possible the obtaining of an optimum
culture medium, either for growth and/or metabolite
production. Numerous methods and designs of optimization
exist with dissimilar characteristics, advantagesand limitations
that determinetheir usein diverse branches of investigation.
The complete and fractional factorial designs, Plackett
Burman, Box-Behnken and the uniform designs were
approached in the work. The optimization of medium
components and environmental conditions guarantees
remarkable yield increments of fermentative processesin a
quick and economic way. Therefore, this review seeks to
approach the principles and methods of optimization, aswell
as characterize and exemplify the application of most used
designsin culture media optimization, with the objective of
extending their use to agricultural biotechonology.

Key words: optimization methods, culture medium, design,
microorganisms, plant biotechnology

RESUM EN. Los mediosde cultivo constituyen e micromundo
de los microorgani smos en condiciones de laboratorio, inten-
tando simular su hébitat natural en relacion con lasatisfaccidn
de sus més vital es necesidades como ser vivo. El disefio de un
medio de cultivo responde alas exigencias del microorganis-
mo en cuestiony alafinalidad que se persigue con su multipli-
cacion; por tanto, laseleccidny laconcentracion adecuadade
losnutrientesesun factor devital importancia. Sin embargo, €l
empleo de una apropiada metodologia es o que hace posible
la obtencién de un medio de cultivo Gptimo, ya sea para €l
crecimiento y/o la produccién de metabolitos por parte del
microorganismo. Existen numerosos métodos y disefios de
optimizacion con disimiles caracteristicas, ventgjasy limita
ciones que determinan su empleo en las diversas ramas de la
investigacion. Seabordaron en el trabajo losdisefiosfactoriales
completosy fraccionados, € Plackett Burman, el Box-Behnken
y e uniforme. Laoptimizacion deloscomponentesdel medioy
de las condiciones ambiental es garantiza notabl es incremen-
tos en los rendimientos de | os procesos fermentativos de for-
marapiday econémica. Por tanto, estarevision pretende abor-
dar los principiosy métodos de optimizacion, asi como carac-
terizar y gjemplificar laaplicacion de | os disefios mas usados
enlaoptimizacion de mediosde cultivos, con el fin de extender
su uso alahbiotecnologia agricola.

Palabras clave: métodos de optimizacién, medio de cultivo,
disefio, microorganismos, bictecnol ogiavegeta

INTRODUCCION

Los microorganismos necesitan
de condiciones bioquimicas y
biofisicas apropiadas para su desa-
rrollo. El principal objetivo de los
medios de cultivos es crear un am-
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biente adecuado para el crecimien-
to, simulando las condiciones lo mas
cercanas posibles a las naturales,
asegurando asi el apropiado funcio-
namiento de la maquinaria enzimética
de los microorganismos (1), lo cual
implica un adecuado balance de los
componentes. Teniendo en cuenta
los requerimientos de cada microor-
ganismo en particular y de los fines
del investigador, se ha desarrollado
una gran variedad de medios de cul-
tivo con diferentes propésitos y usos.
El éxito del disefio y la formulacién
de medios de cultivo para procesos
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microbianos, esta muy relacionado
con la aplicaciéon de conocimientos
bésicos acerca de los microorganis-
mos y sustratos.

Para el desarrollo de un medio
de cultivo es necesario seleccionar
adecuadamente los componentes a
usar. Esto incluye la seleccién del
tipo y la concentracién de los dife-
rentes nutrientes, como son: fuente
de carbono, energia, nitrégeno, fés-
foro, factores de crecimiento, entre
otros, también de condiciones tales
como concentracion de oxigeno, tem-
peraturay pH (2).
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Los estudios relacionados con
el disefio de nuevos medios de cultivo
para la obtencién de biopreparados
con fines agricolas han sido nume-
rosos. Sin embargo, el empleo de
una apropiada metodologia estadis-
tica es lo que hace posible la obten-
cion de un medio de cultivo 6ptimo,
ya sea para el crecimiento o la pro-
duccién de metabolitos por parte del
microorganismo. En los procesos
fermentativos microbianos, es nece-
saria la optimizacion del medio de
cultivo y las condiciones ambienta-
les, para explotar completamente el
potencial de las cepas selecciona-
das (3). De esta forma se garantiza
gue el proceso sea lo mas econémi-
coy productivo posible.

Existen numerosos métodos y
disefios estadisticos, que son apli-
cados con éxito en la optimizacion
de sistemas en diversas areas de la
investigacién, entre las que se en-
cuentra la microbiologia. No obstan-
te, el adecuado y extensivo uso de
estas herramientas estadisticas en
todas las vertientes de esta rama es
aun una limitacion; por tanto, se pre-
tende abordar en este material los prin-
cipios y métodos de optimizacion, asi
como caracterizar y ejemplificar los
disefios mas usados en la
optimizacién de medios de cultivos
para microorganismos, con la finali-
dad de extender su empleo a la
biotecnologia agricola.

MICROORGANISMOS
DE INTERES AGRICOLA

El sueloy las raices de las plan-
tas permiten el desarrollo y la activi-
dad de una amplia variedad de
microorganismos, que pueden tener
un notable efecto en el crecimiento
y la salud de las plantas. Esta gran
variedad de microorganismos han
sido identificados y clasificados como
perjudiciales, beneficiosos o neutra-
les respecto a su relacidon con las
plantas (4). Dentro de las bacterias
beneficiosas se encuentran las
rizobacterias promotoras del creci-
miento vegetal (PGPR), las cuales
tienen la capacidad de colonizar rai-
cesy estimular el crecimiento vege-

tal. Este grupo de microorganismos
ha sido ampliamente estudiado por
microbidlogos y agrénomos, debido
a su potencial en la produccién agri-
cola. La actividad promotora del cre-
cimiento ha sido informada para ce-
pas pertenecientes a varios generos,
tales como Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus,
Burkholderia, Clostridium, Enterobacter,
Gluconobacter, Pseudomonas y
Serratia (5); incluso algunas cepas
de Rhizobium son consideradas
como PGPR, debido a que pueden
promover el crecimiento de plantas
no leguminosas, como las
pertenecienes ala familia Gramineae.
La actividad promotora del creci-
miento est4 relacionada con meca-
nismos tales como: la fijacién biolé-
gica del nitr6geno y la capacidad de
sintetizar fitohormonas o promover la
nutricion mediante la solubilizacion
de fosfatos (6). Ellas pueden también
estimular el crecimiento indirecta-
mente, protegiendo las plantas con-
trahongos y bacterias patégenas del
suelo.

PRINCIPIOS
DE OPTIMIZACION

Para llevar a cabo la optimizacion
de un proceso, desde el punto de vis-
ta de su disefio (proceso nuevo en
proyecto o investigacion) o explota-
cion (proceso en planta), es indispen-
sable seguir los pasos siguientes (7):
1. definicion del problemay seleccién
de la funcidn objetivo

2. descripcion del modelo matema-
tico del proceso o problema

3. solucidn del modelo matemético
mediante una técnica adecuada

4. andlisis de los resultados.

La etapa 1 define la tarea de
optimizacién. Se describe desde el
punto de vista experimental el estu-
dio de la optimizacion sin utilizar
expresiones matematicas junto a
todas las restricciones actuantes en
el proceso. De esta forma, queda
definido el criterio de optimizacion,
del cual dependera la adecuada des-
cripcién y solucién del modelo ma-
tematico a utilizar.
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Como criterio de optimizacién se
pueden tomar, en el caso de produc-
ciones microbiolégicas, las concen-
traciones de los productos, los ren-
dimientos, la productividad, la velo-
cidad especifica de crecimiento, en-
tre otros, de acuerdo con el objetivo
perseguido; por tanto, para que un
procedimiento de optimizacion resul-
te exitoso, es imprescindible que el
criterio de optimizacién seleccionado
(funcién objetivo) sea representativo
del resultado que se desea alcanzar.
La formulacion del paso 2 no es
mas que la representacién del obje-
to de la optimizacion en su esfera,
mediante expresiones matematicas.
A menudo, el modelo matemético es
conocido, aunque se dan numerosos
procesos, sin investigar adn que exi-
gen la aplicacién de la modelacion
matematica para la definicion de su
modelo.
En el paso 3, segun sea la na-
turaleza y el grado de complejidad
del modelo matemaético, se escoge
una técnica de optimizacién adecua-
da. Es decir, aquella que conduzca
al objetivo deseado con el menor
gasto de recursos. En esta etapa,
las computadoras constituyen una
necesidad, a veces, obligada.
En el paso 4 se decide la intro-
duccion en la préactica industrial del
resultado, una vez analizado y dis-
cutida su naturaleza al determinar la so-
lucién 6ptima del modelo matematico.
El modelo matemético es la
base de todo el problema de
optimizacion. Sin este, es imposible
actuar sobre el proceso mediante
alguna de las técnicas conocidas. El
modelo matematico de optimizacion
se puede obtener de dos formas (7):
+ modelo analitico: se obtiene a par-
tir de las leyes fisicas y quimicas
de los procesos elementales

+ modelo experimental: se define
mediante experimentos de identi-
ficacién y con el empleo del anali-
sis de regresién. Generalmente,
tienen la forma de polinomios

Existen premisas basicas para
la seleccion de un modelo:
++ Efecto poca densidad: el nimero
de efectos importantes es relati-
vamente pequeno.
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++ Efecto jerarquia: los efectos de or-
den inferior son mas propensos a
ser importantes que los de un or-
den superior y los efectos de un
mismo orden son igualmente im-
portantes.

« Efecto herencia: una interaccion
es mas probable que sea impor-
tante si uno o més de sus facto-
res progenitores también son im-
portantes.

Estrategia de la optimizacién expe-

rimental. La estrategia a seguir en la

solucién de problemas de optimizacion
experimental puede resumirse en cua-

tro pasos o fases (7):

1) seidentifica un modelo de primer
orden para determinar la direccién
mas favorable (maxima o minima)
de la basqueda

2) se realizan movimientos (experi-
mentos) segun la trayectoria mas
favorable

3) cuando dejan de obtenerse bue-
nos resultados en la direccion se-
leccionada, se identifica una co-
rrelacion de segundo orden

4) se determina la solucion 6ptima
en un analisis de la correlacion
(superficie respuesta). En esta
fase pueden usarse métodos ana-
liticos o numéricos.

METODOS
DE OPTIMIZACION

Existen métodos de optimizacion
empiricos y tedricos (7). Los prime-
ros generalmente no tienen en cuen-
ta las relaciones que se establecen
entre los parametros a optimizar, son
excesivamente laboriosos y consu-
men mucho tiempo, especialmente
cuando se requieren optimizar mu-
chos parametros.

Un método empirico para la se-
leccion de la composicidon de un
medio de cultivo, cuando no se po-
see la informacion adecuada, se pue-
de obtener de los conocimientos ba-
sicos acerca de los requerimientos
nutricionales de los microorganismos
y de las caracteristicas de los
sustratos. La informacién sobre la
influencia que pueden tener los ele-
mentos individuales en la biomasay
produccion de metabolitos, permite

seleccionar la composicion del me-
dio de cultivo fijando las concentra-
ciones de estos, de modo que no
sean limitantes y se encuentren ade-
mas en las proporciones adecuadas.
Sin embargo, si ya se dispone de
alguna informacion inicial o se ha he-
cho algun tipo de estudio o se cuen-
ta con un medio basal, lo més reco-
mendado es utilizar los métodos
matematicos de optimizacién aplicados
para sistemas multidimensionales
(con mdiltiples variables) y la busque-
da del 6ptimo en sistemas limitados
0 no por algun factor, los que se ba-
san en la teoria matemética del di-
sefio de experimentos. La blusqueda
del 6ptimo por este tipo de procedi-
miento permite analizar todo el ran-
go de concentraciones de cada com-
ponente, es decir, desde valores don-
de un componente dado es limitante
hasta valores de maxima concentra-
cion y tienen en cuenta la influencia
de todos los factores comprendidos
en el criterio de optimizacion (8).

Cada uno de estos métodos tie-
ne limitaciones que restringen la ex-
tensién de su uso. Los factores a
tener en cuenta incluyen el nimero
de variables que afectan la funcién
objetivo en estudio (criterio de
optimizacion), en la precisién con
que se puede medir la funcién, los
requisitos de precision necesarios
para un criterio de optimizacion dado,
los sistemas de computo que se dis-
ponen, pero, sobre todo, el tipo de
proceso en cuestion y la forma de
obtener los resultados experimentales,
en lo que se refiere a las variables del
sistema y la funcién objetivo (9). Por
lo tanto, la seleccion del método re-
presenta el paso clave de todo pro-
ceso de optimizacion.

Para seleccionar el método de
optimizacién, es muy importante
conocer si la informacion puede ser
obtenida de experimentos en parale-
lo, 0 si estos tienen que ser necesa-
riamente realizados de forma conse-
cutiva. Este factor es muy importan-
te particularmente en los procesos
biolégicos, donde frecuentemente se
presenta el hecho de que las expe-
riencias consecutivas son dificilmen-
te reproducibles con exactitud.
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Los métodos de optimizacion pue-
den ser divididos en tres grupos (7):
= Los de busqueda directa del 6pti-
mo. (Ej: Rosembrock y Hook-
Jeeves).

= Los métodos de gradiente que re-
quieren del célculo de la primera
derivada de la funcién objetivo. (Ej.:
Box y Wilson).

= El método de Newton-Raphson
gue requiere del calculo de la pri-
mera y segunda derivadas de la
funcion objetivo.

Los métodos de busqueda direc-
ta son las técnicas de optimizacién
mas sencillas. Sin embargo, estan
comprendidas entre las mas efica-
ces. Estas suponen un comporta-
miento unimodal de la funcién objeti-
vo y dan solo resultados aproxima-
dos, pero no exigen ninguna informa-
cién acerca de la derivada de la fun-
cién objetivo.

Dentro de los del grupo Il se en-
cuentran los planes compuestos cen-
trales y rotativos, que se emplean
para la adaptacion de polinomios
cuadréticos. Estos métodos constan
de un plan 2" (dos niveles y n facto-
res), algunos puntos experimentales
en el origen y dos puntos sobre cada
una de las coordenadas, o sea, una
combinacion del cubo (2") vy el
octaedro. Estos planes cuadraticos
se pueden utilizar al igual que el plan
3"(tres niveles y n factores), para re-
presentar y optimizar sistemas (10).

DISENOS EXPERIMENTALES
EMPLEADOS EN LA
OPTIMIZACION

Hay muchos disefios que pue-
den ser usados para estimar los efec-
tos de los parametros de un proceso
(factores) en las variables de salida
(respuesta). La idoneidad de un di-
sefio para una aplicacion dada, esta
limitada por el nimero de experimen-
tos en el disefio. A lo sumo, se pue-
den estimar los efectos de la media,
n-1 factores y las interacciones de
los factores. Por tanto, si se asume
gue no hay interacciones entre los
factores (usualmente llamado un di-
sefio de seleccion), un disefio apro-
piadamente concebido para ocho
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experimentos pudiera estimar el efec-
to de siete factores en una respues-
ta. Sin embargo, no todos los dise-
flos son iguales, pues hay grandes
disefios que pueden estimar solo sie-
te factores.

Los disefios factoriales comple-
tos son ampliamente usados en di-
versas areas de la investigacion. El
disefio factorial de tres niveles y el
compuesto central simple son mos-
trados graficamente en las Figuras 1
y 2 respectivamente.

Una caracteristica deseable del
disefio central completo es que pue-
de ser también un disefio ortogonal,
en el cual cada una de las variables
(k) del disefio puede ser evaluada
independientemente; o puede ser un

>
-

disefio rotacional, en el que la
varianza de la respuesta prevista es
la misma para todos los puntos que
estan equidistantes del centro del
disefo. Eso significa que si los pun-
tos en el disefio son rotados, su dis-
tribucion seguird siendo la misma.
Con elfin de lograr esta rotacionalidad,
el Disefio Compuesto Central debe
tener al menos un punto central re-
plicado, y la constantea="\2 que
corresponde a los puntos axiales o
estrellas (11).

De estos planes compuestos los
mas conocidos y empleados son los
de Box: el de Box y Wilson (12) de
los planes compuestos centrales, el de
Box-Hunter (13) y Box-Behnken (14) de
los planes compuestos rotacionales.

Figura 1. Representacion del disefio de tres niveles (a) analizando dos
factores (k=2): X , X, (b) analizando tres factores (k=3): X, X,,
X,. Los valores de + 1, 0, -1 corresponden a los niveles alto,
centro y bajo respectivamente
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Figura 2. Representacion del disefio compuesto central (a) analizando
dos factores (k=2): X, X, (b) analizando tres factores (k=3): X ,
X,, X, . Los valores de + 1, 0, -1 corresponden a los niveles
alto, centroy bajo respectivamentey los puntos +ay -a.corres-
ponden alos puntos axiales o estrellas
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El disefio Box-Behnken usa una
seleccion de caras y puntos centra-
les, para abarcar un espacio experi-
mental con menos puntos que el di-
sefio factorial completo. Este dise-
flo es muy similar en idea al Com-
puesto Central, solo que difiere en
gue no son usados los puntos es-
guinas o0 extremos y usa solo tres
niveles (15). Al igual que el método
de Box-Hunter, requiere un nimero
de experimentos significativamente
mas pequefio que los disefios
factoriales completos. Una dificultad
de los disefios factoriales es que el
ndmero de combinaciones aumenta
exponencialmente con el nimero de
factores que se quiere analizar. Por
ejemplo, un disefio factorial comple-
to con siete factores requeriria de
2'=128 experimentos. Sin embargo,
existen los disefios factoriales frac-
cionados, que son mucho mas pe-
guefos que los factoriales comple-
tos y que permiten estimar inde-
pendientemente los efectos principales
y las interacciones entre las variables.

A pesar de que las propiedades
de proyeccién de los disefios
factoriales fraccionados son bastante
bien conocidos en la literatura, las
propiedades para los disefios
Plackett Burman (P-B) nolo son (16).

En 1946, Placketty Burman (17)
publicaron su ahora famoso articulo
«The Design of Optimal Multifactorial
Experiments» en Biometrika. Este
articulo describi6 la construccion de
un disefilo muy econémico, con un
namero de corridas que siempre es
multiplo de cuatro. El disefio P-B en
12 ensayos, por ejemplo, puede ser
usado para un experimento que con-
tiene hasta 11 factores. Estos son
conocidos como disefios de efecto
principal saturados, porque todos los
grados de libertad son utizados para
estimar los efectos principales. Este
disefio es muy eficaz en los experi-
mentos de seleccion, ya que detec-
ta un gran nimero de efectos princi-
pales de forma econ6mica, asumien-
do que todas las interacciones son
insignificantes comparadas con los
efectos principales.

El disefio factorial de De Meo (18)
es una valiosa herramienta para la
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rapida evaluacion de los efectos de
diferentes constituyentes en el me-
dio de cultivo. Este es similar al di-
sefio Placket-Burman, solo que en
un disefio de ocho corridas todas las
variables se mantienen en un nivel
alto en vez de uno bajo y no utiliza
variables confundidas (19).

Los disefios factoriales fracccio-
nados, el P-B y el de De Meo no
constituyen métodos de
optimizacién, pues si bien prueban
dos niveles de cada uno de los com-
ponentes del medio de cultivo, no son
capaces de determinar la cantidad
exacta requerida de cada constitu-
yente. Sin embargo, si indican de
manera confiable la importancia de
cada elemento en el medio de cultivo
y de como pueden afectar en el creci-
miento y la formacién de productos.
Por tanto, constituyen herramientas
auxiliares muy valiosas para la
optimizacion de medios de cultivos.

La metodologia de superficie res-
puesta (MSR) es un conjunto de téc-
nicas usadas para el estudio de las
relaciones empiricas entre una o mas
respuestas que son medidas y el di-
sefio de variables o factores que los
crearon. Estos métodos estadisticos,
gue consisten en un cuidadoso di-
sefio de experimentos y el andlisis
de los subsiguentes datos, fueron
introducidos, primero por Box y
Wilson (12), mas tarde desarrollados
por Box y Hunter (13) y por muchos
otros (11). Generalmente, las relacio-
nes deterministicas que gobiernan el
comportamiento de las respuestas
para el conjunto de variables es tan
complejo como desconocido. Por
consiguiente, las aproximaciones en
forma de modelos empiricos son ne-
cesarias para determinar estas leyes.
Estos criterios son la base de la
MSR. Los disefios factoriales frac-
cionados y completos pertenecen a
la metodologia de superficie de res-
puesta, que permite el ensayo de
procesos de multiples variables in-
dependientes en un solo experimen-
to. El disefio puede tratar con diver-
sos factores, con dos niveles 0 més.
Puede ser exitoso aplicado a la
optimizacion de medios de cultivo en
muchos procesos fermentativos, para

la produccién de metabolitos prima-

rios y secundarios (20).

En la Tabla | se describen algu-
nos tipos de disefios, los cuales son
clasificados en métodos de seleccion
o de optimizacién (21); sin embargo,
todos estan concebidos dentro de la
metodologia de superficie respues-
ta. En cuanto a los estudios de las
interacciones, el disefio factorial per-
mite estudiar todas las interacciones
entre los factores, mientras que los
demas evallan solo las selecciona-
das por el investigador.

El disefio uniforme fue propuesto
por primera vez por Fang (22). Desde
entonces han sido consistentemente
referidos numerosos ejemplos de
aplicaciones exitosas de este méto-
do en el mejoramiento de tecnologias
en varios campos. El disefio unifor-
me tiene dos caracteristicas:

1. laincidencia de cada nivel de cada
factor en los experimentos es so-
lamente una

2. el nimero de ensayos experimen-
tales iguala el nivel del numero de
factores.

La ventaja del método de dise-
fio uniforme es que el nimero de
experimentos es considerablemente
menor que el requerido por otras téc-
nicas de disefios experimentales
conocidas (23).

Una comparacion entre diferen-
tes disefios experimentales es mos-
trada enla Tabla Il. Puede apreciar-
se claramente que el disefio unifor-
me tiene la menor cantidad de expe-
rimentos con el mayor nimero de
niveles de factores, reduciendo el
costo y tiempo de los experimentos.

APLICACION DE METODOS
ESTADISTICOS PARA LA
OPTIMIZACION DE MEDIOS
DE CULTIVO

Los medios de cultivo son tradi-
cionalmente optimizados por el mé-
todo “un factor a la vez”, o sea, va-
riando un factor mientras los otros
se mantienen en un nivel constante
(24, 25). El método es simple y facil,
sin la necesidad de complejos anali-
sis estadisticos, pero involucra un
namero de experimentos relativa-
mente grande y la interaccién entre
los factores es frecuentemente igno-
rada. Por tanto, este método no es
capaz de garantizar completamente
la determinacion de las condiciones
oOptimas. En contraste, el disefio
factorial o un método de plan
ortogonal son muy convenientes, ya
gue pueden ser capaces de estudiar
estas relaciones y mejorar los rendi-
mientos en los procesos.

A continuacion presentamos al-
gunos ejemplos de la variedad de si-
tuaciones en que pueden ser emplea-
dos los métodos de optimizacion.

El crecimiento y la produccion
de carotenoides por el mutante 32
de Rhodotorula glutinis fue
optimizado en frascos agitados, me-
diante un disefio factorial con dos
nivelesy tres variables (glucosa, ex-
tracto de levadura y treonina). La
optimizacion del medio resulté en un
incremento de la produccion
volumeétrica en cuatro vecesy en dos
veces de la acumulacion celular de
carotenoides, alcanzando valores de
129 +2 mg.L™*(26).

Tablal. Principales usos de algunos disefios estadisticos

Tipo M étodo M étodo Superficie Estudios
de disefio de de respuesta de interaccion
seleccion optimizacién

Box-Behnken No Si Si Sel eccionados
Compuesto central No Si Si Sel eccionados
Factorial Si Si Si Todos
Factorial fraccionado Si No Si Seleccionados
Plackett Burman Si No Si Sel eccionados

Tabla Il. Comparacion de algunos disefios mencionados en el documento

Disefio factoria Disefio Disefio superficie Disefio
completo ortogonal respuesta uniforme
NUmero factores 3 3 3 3
Ndmero niveles 6 3 5 6
NUmero experimentos 216 9 20 6, 8, 10...
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La metodologia de superficie res-
puesta fue usada para evaluar el efec-
to de las variables: concentracion de
glucosa, pectina, extracto de torta de
soya, caseina, harina de maiz,
sulfato de amonio, bicarbonato de
sodio y el pH inicial en el medio. Se
empled un disefio factorial fracciona-
do, para evaluar los factores que in-
fluian en el crecimiento de la cepa
probidtica Clostridium butyricumy el
disefio compuesto central, con el fin
de obtener el modelo estadistico de
optimizacién del medio de fermenta-
cion. Después de 24h de fermenta-
cion en el medio optimizado, la po-
blacién de microorganismos viables
alcanzo valores de 10° UFC. mL™,
obteniéndose incrementos en los
rendimientos al usar este disefio es-
tadistico (27).

Lee, Chen y Chou (20)
optimizaron un medio de cultivo para
la produccién de la enzima colesterol
oxidasa por Rhodococcus equi no. 23,
usando un disefio compuesto cen-
tral y la metodologia de superficie de
respuesta. Los resultados revelaron
gue el colesterol y el extracto de le-
vadura tienen un efecto positivo en la
produccién de la colesterol oxidasa.
El pico de produccidn de esta enzi-
ma (0.242 U.mL™") después de 60-72
horas de cultivo fue aproximadamente
cuatro veces mayor que en el medio
control.

La optimizacién del medio de
fermentacién para un maximo en la
produccién de proteasa alcalina se rea-
liz6 con una nueva cepa, Bacillus sp.
PE-11. La fuente de carbono (gluco-
sa), la fuente de nitrégeno (peptona)
y la solucidn salina fueron seleccio-
nadas para optimizar. Fue usado un
disefio factorial completo 2° y la me-
todologia de superficie de respuesta
para el disefio de los experimentos
y andlisis de los resultados. Este
procedimiento redujo el nimero de
experimentos realizados, ademas de
concebir las posibles interacciones
entre los tres componentes. Los va-
lores éptimos para las variables pro-
badas para tener un maximo en la
produccion de proteasa alcalina fue-
ron: glucosa 7.798 (g.L™Y), peptona
9.548 (g.L ™) y solucién salina 8.757 %.

Este método fue eficiente; solo fue-
ron necesarios 20 experimentos para
evaluar estas condiciones y la sufi-
ciencia del modelo fue satisfactoria,
pues el coeficiente de determinacion
fue 0.941. Se demostré que el uso
del disefio central compuesto para
inducir un alto rendimiento en la pro-
duccién de una enzima resulto ser
eficiente. De manera que disefios
experimentales pequefios y menos
consumidores de tiempo podrian ser
suficientes para la optimizacion de
muchas fermentaciones (28).

Un disefio factorial fraccionado
251 fue empleado para investigar el
efecto de los componentes del me-
dio en la produccién de lisozima de
clara de huevo de gallina por
Aspergillus niger HEWL WT-13-16.
Se evidencié que el almidén, la
peptona y el sulfato de amonio fue-
ron los factores significativos en la
produccion de esta enzima, mientras
que los demas factores no resulta-
ron ser significativos en los niveles
evaluados. El método de méximo
ascenso fue usado para aproximar-
se a las inmediaciones del 6ptimo,
seguido de un disefio central com-
puesto para desarrollar una superfi-
cie respuesta y optimizar el medio.
La composicién 6ptima para la pro-
duccién de lisozima fue en g.L*,
34 de almidén, 34 de peptona, 11.9
de sulfato de amonio, 0.5 de extrac-
tode levaduray 0.5 de CaCl, - 2H,0O.
Este medio fue concebido para pro-
ducir tedricamente, 212 mg.L* de
lisozima, y se verificé una concen-
tracion maxima experimental de
209 + 18 mg.L™*(29).

La optimizacion de los compo-
nentes del medio de fermentacion
para la produccién de xilanasa por
Aspergillus versicolor MKU3 se reali-
z6 usando el disefio factorial fraccio-
nado De Meo (18). Los valores 6pti-
mos encontrados para los siete com-
ponentes del medio incrementaron la
produccién de xilanasa de tres a cua-
tro veces en fermentacion en estado
s6lido (19).

Se hainformado (30) la produccién
por Collybia maculata de una concen-
tracion maxima de exopolisacéridos
EPSsde 2.4 g.L", luego de optimizar
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las condiciones para el cultivo sumer-
gido en un reactor de 5 L. Ese valor
fue aproximadamente cinco veces
superior al informado para el medio
basal. La concentracion 6ptima de
los componentes del medio se de-
termind con un método de matriz
ortogonal, obteniendo la siguiente for-
mulacion: 30 g.L* de glucosa, 20 g.L™*
de MartonaA-1,1g.L™* de K,HPO, y
1g.L*deCaCl,.

Unincremento de 3.5vecesenla
produccién de queratinasa por Bacillus
licheniformis RG1 fue lograda combi-
nando el disefio Plackett—-Burmany la
metodologia de superficie de respues-
ta. Ocho variables fueron evaluadas
usando el disefio Plackett-Burman. Un
Optimo en la produccion de queratinasa
de 1295 U.mgde peso seco se ob-
tuvo con la siguiente composicion del
medio: 10 g.L* de glucosa,10 de
peptona, 10 de fosfato, 0.5 de
glutationa , 5 de plumas y 2 % de
in6culo, bajo agitaciéon de 250 rpm
con un periodo de incubacionde 72 h
a37°C (31).

También se ha informado (32) la
exitosa implantacién del disefio
multifactorial Plackett-Burman, para
la seleccion de los componentes
limitantes del crecimiento y el subsi-
guiente uso de la metodologia de su-
perficie respuesta, para formular un
medio que sustente el crecimiento
exponencial de la morfologia agregada
de la bacteria Teredinobacter turnirae.

La optimizacién de las condicio-
nes del cultivo sumergido para el cre-
cimiento del micelio y la produccion
de exo-biopolimero por Auricularia
polytricha se realizé en dos etapas.
Con el método “un-factor-a-la-vez”, los
factores ambientales (pH inicial y
temperatura) y los componentes del
medio (carbono, nitrégeno y fuentes
minerales) fueron evaluados. La sa-
carosa, el extracto de levadura y el
K,HPO, se identificaron como las
fuentes de C, N y minerales mas
adecuadas y fueron optimizadas con
el Disefio Uniforme. Las concentra-
ciones éptimas propuestas fueron:
sacarosa 6 % (w/v), extracto de le-
vadura 2.5 % (w/v) y K,HPO, 0.3 %
(w/v) para el crecimiento micelial,
mientras que para la produccién de
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exo-biopolimero solo varié la concen-
tracion de extracto de levadura, con
un valor de 1.28 % (w/v). La eficien-
cia de dichos métodos fue confirma-
da con los incrementos obtenidos
para estas dos variables (33).

El Centro de Bioproductos Ma-
rinos (CEBIMAR) cuenta con un pro-
ducto denominado BIOIL-FC forma-
do por cinco bacterias aisladas de la
plataforma insular y que ha sido utili-
zado con resultados satisfactorios en
la mitigacién de derrames de petro-
leo. El empleo del Disefio Rotacional
Central Compuesto (13) permitié
optimizar la produccién de biomasa de
las cepas. Como se aprecia (Tabla lll),
en todos los casos aumentan los
valores de la funcién objetivo de for-
ma significativa, lo que evidencia un
proceso mas eficiente y econémico
para la obtencion de la biomasa ne-
cesaria, para mitigar la contamina-
cion por hidrocarburos en suelos.

Tabla Ill. Porcentaje del aumento de
la produccion de biomasa
para cinco cepas de
Bacillus degradadoras del

petréleo
Cepa Aumento (%)
CBM-60 20
CBM-225 28
CBM-226 24
CBM-232 35
CBM-234 31

Con el empleo de este mismo
disefio, se aumentd la produccién de
tensoactivos por la cepa Bacillus
licheniformes CBM-60 (integrante del
BIOIL-FC) en un 73 %, luego de ser
optimizado el medio de cultivo (9).

Con el disefio experimental
Plackett-Burman (17), se evalud la
infuencia de ocho nutrientes en la
produccién de enzimas pectinasas
por Actinomyces naeslundii, em-
pleando dos niveles de variacion para
cada uno de los factores: cadscara de
naranja, sulfato de amonio, urea,
sulfato ferroso, cloruro de calcio, clo-
ruro de sodio, sulfato de magnesioy
carbonato de sodio. La optimizacion
del medio de cultivo experimental se
llevé a cabo con el disefio de Box-
Benhken. Las concentraciones Opti-

mas de los factores significativos para
obtener una maxima produccion de
enzimas fueron: 16,7g.L™* de casca-
ra de naranja, 5 g.L* de sulfato de
amonioy0.013g.L " de sulfato ferroso (33).

Las condiciones de cultivo para
la produccién de celulosa bacteriana
por A. xylinum BPR2001 en un
fermentador de 10 L fueron
optimizadas con el disefio Box-
Behnken. La metodologia de super-
ficie respuesta fue usada para pre-
decir los niveles de los factores
(fructosa, licor de maiz, oxigeno di-
suelto, y concentracién de agar). Los
valores Optimos encontrados para
estas variables mejoraron la produc-
cion y el rendimiento de la celulosa
bacteriana en un 76 y 57 % respec-
tivamente (34).

Se empled el disefio experimen-
tal Box—Behnken (14) para investigar
el efecto de cinco factores en la con-
centracion de biomasay lovastatina
producida en el cultivo por lote de
Aspergillus terreus. El disefio pudo
identificar que el contenido de oxige-
no en la fase gaseosa resulto ser el
factor de mayor influencia en la pro-
duccion de lovastatina. Un medio
gue contiene en g.L™ : 48 de lactosa,
0.46 de harina de soya y 0.79 de
KH,PO, mostrd notables valores en
la produccion de lovastatina (230 mg.L™),
luego de siete dias de fermentacion
en condiciones ricas de oxigeno
(80 % v/v de oxigeno en el gas de
aeracion). Las condiciones de fer-
mentacion optimizadas elevaron los
titulos de produccion cuatro veces,
en comparacién con la peor de las
combinaciones estudiadas (15).

Se estudié a nivel de laboratorio
la influencia de Sirope-fructuosay de
Peptona en la produccién de
siderdforos a partir de Burkholderia
cepacia mediante un disefio factorial
de dosniveles. La cantidad de Peptona
sevarid de 15-25 g.L y la cantidad de
Sirope-fructuosa de 3-3.4 mL. Se ob-
tuvo que las variables, cantidad de
Sirope-fructuosa asi como la
interaccioén entre Sirope-fructuosay
Peptona, influyen significativamente
en la produccién de sider6foros. En
la regién evaluada, los mejores re-
sultados en cuanto a la produccién
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del metabolito secundario fueron ob-
tenidos a concentraciones de Sirope-
fructuosa de 13,4 mL y de peptona
de 10 g.L*(35).

La utilizacion de las técnicas de
optimizacién resulté ser efectiva en
todas las situaciones expuestas an-
teriormente, pues se muestran incre-
mentos en las funciones objetivos.

CONSIDERACIONES
FINALES

Teniendo en cuenta la bibliogra-
fia consultada, se puede concluir que
el éxito de la optimizacion de un pro-
ceso depende de la seleccion de la
funcidn objetivo, del numero de fac-
tores estudiados y experimentos
necesarios para alcanzar el objetivo,
sin gastos indebidos de tiempo y re-
cursos. El empleo de estos métodos
no requiere de reglas prederteminadas,
pues todos los disefios tienen carac-
teristicas peculiares, que determinan
su empleo en diversas situaciones y
ninguno debe soslayarse, incluso
puede emplearse mas de un disefio,
de forma complementaria.

En situaciones tan disimiles, como
las expuestas anteriormente, la selec-
cién de una adecuada técnica de
optimizacién garantizo incrementos en
todas las variables respuestas, demos-
trando la efectividad de estas herramien-
tas estadisticas en la optimizacion de
medios para microorganismos, lo que
sugiere una extension de la aplicacion
de estos métodos en el desarrollo de
nuevos medios de cultivo para
microorganismos de interés agricola.
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