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Resumen

El nitrógeno, uno de los elementos de mayor im-
portancia en los sistemas de producción agro-
pecuario, es aportado al suelo a través de ferti-
lización química, fenómenos naturales y fijación 
biológica por microorganismos del suelo como  
Frankia, un mecanismo ambiental y económica-
mente viable. El uso de Frankia como inoculan-
te exige un profundo estudio relacionado con el 
desarrollo y análisis del comportamiento de los 
inóculos en condiciones controladas. Se realiza-
ron evaluaciones enfocadas en estudiar y estan-
darizar las condiciones que permitieran el desa-
rrollo de un prototipo de inoculante de Frankia a 
base de las cepas Aan17, Aac49 y la cepa Chilena 
AacIII, antes de su producción a gran escala. Se 
determinaron las condiciones nutricionales que 
influyen sobre el crecimiento y formación de es-
tructuras especializadas de Frankia en un sistema 
de fermentación  fed-batch a escala de un litro. 

La dinámica del crecimiento en los medios eva-
luados mostró diferencias altamente significativas 
(P< 0.001) observándose la mayor velocidad es-
pecifica de crecimiento (0.025 h-1) y menor tiempo 
de duplicación (33.9 h) en el medio M1 extracto de 
raíz, levadura y glucosa. Con el medio M3 extracto 
de raíz, levadura y melaza, se observó el mayor 
tiempo de duración de la fase exponencial (64.86 
h), la mayor velocidad específica de consumo de 
sustrato (0.007) y el mayor rendimiento celular con 
base al sustrato (1.95 g/proteína/sustrato). Se evi-
denció que los componentes nutricionales evalua-
dos presentaron influencia sobre la producción de 
biomasa (P<0.05), mostrando mayor producción 
de biomasa respecto al medio de referencia Ben-
zil Amina Purina (BAP) (P< 0,01). 

Palabras clave: microsimbiontes, diazotrofos, 
inoculantes, fermentación
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Abstract

Nitrogen, one of the most important factors in the 
agricultural production systems, it is provides to 
the ground through chemical fertilization, natural 
phenomena and biological fixation by soil micro-
organisms as Frankia, a mechanism environmen-
tally and economically viable. The use of Frankia 
as inoculant requires a thorough study related to 
the development and analysis of the behavior of 
the inocula in controlled conditions. Assessments 
were carried out focused on study and standard-
ize the conditions that allow the development of a 
prototype of inoculant to base of Frankia strains 
Aan17, Aac49 and eca AacIII Chilean, prior to its 
production to large scale. It was determined the 
nutritional conditions that influence the growth and 
formation of specialized structures of Frankia in a 
fermentation fed-batch system on the scale of a 
liter. The dynamics of growth in the media evaluat-
ed showed highly significant differences (P< 0.001 
) observing the highest specific growth rate (0,025 
h-1) and shorter doubling time (33.9 h) in the me-
dium M1 root extract, yeast and glucose. With the 
average M3 root extract, yeast and molasses, it 
was noted the widest length of time of the expo-
nential  phase (64.86 h), the highest specific speed 
of substrate consumption (0,007 ) and the larg-
est cellular performance based on the substrate 
(1.95 g/protein/substrate). It was evidenced that 
the nutritional components evaluated presented 
influence on the production of biomass (P<0.05 ), 
showing higher biomass production in regard  to 
the reference medium Denzil Amina Purina (BAP) 
(P< 0.01 ).

Key-words: microorganisms, diazotrofos, inocu-
lants, fermentation

Resumo

Nitrogênio, um dos elementos mais importantes 
nos sistemas de produção agrícola, é fornecido ao 
solo através de fertilizantes químicos, fenômenos 
naturais e fixação biológica por microrganismos 
do solo como Frankia, um mecanismo ambiental 
e economicamente viável. Utilização de Frankia 
como inoculo requer um estudo exaustivo relacio-
nada com o desenvolvimento e a análise do com-
portamento dos inoculos sob condições controla-
das. Foram realizadas avaliações focalizadas em 
estudar e padronizar as condições que permitiram 
o desenvolvimento de um protótipo de inoculante 
baseado em cepas Frankia Aan17 e  Aac49 chile-
nos e AacIII Antes da produção em grande escala. 
Foram determinadas condições nutricionais que in-
fluenciam o crescimento e formação de estruturas 
especializadas de  Frankia num sistema de fermen-
tação fed-batch em escala de um litro. A dinâmica 
de crescimento nos meios testados apresentaram 
diferenças altamente significativas (P <0,001) se- 
observando a maior taxa de crescimento específico 
(0,025 h-1) e menor tempo de duplicação (33,9 h) 
no meio M1 extrato de raiz, levedura e glicose. Com 
o meio M3 extrato de raiz, de levedura e melaço 
observou-se a maior duração da fase exponencial 
(64,86 h), a maior taxa de consumo de substrato 
específico (0,007) e o rendimento mais elevado de 
células com base no substrato (1,95 g / proteína / 
substrato). Evidenciou-se  que os componentes nu-
tricionais avaliados apresentaram influência sobre 
a produção de biomassa (P <0,05), com maior pro-
dução de biomassa em comparação com a média 
de referência BenziloAmine Purina (BAP) (P <0,01).

Palavras-chave: microssimbiontes, diazotrofi-
cos, inoculantes, fermentação

Introducción

Tradicionalmente, el uso del recurso suelo en los 
sistemas de producción es irracional, llegando a 
ser extractivo e intensivo, siendo la población y el 
crecimiento demográfico uno de los principales 
determinantes de la demanda de alimentos y otros 

productos agrícolas, con un incremento anual de 
76 millones de dólares según la ONU (Steinfeld 
et al., 2009). Adicionalmente, varios de los pro-
cesos productivos tradicionales contribuyen con 
la expansión de la frontera agrícola hacia áreas 
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con diversas limitaciones, desconociendo las ca-
racterísticas estructurales y químicas de los sue-
los (Wani, Rupela & Lee, 1995). Esto genera alta 
susceptibilidad a la erosión y reduce la capacidad 
del suelo para sostener cultivos en condiciones 
óptimas de producción. Además, el incremento en 
el uso de los fertilizantes nitrogenados ha estado 
acompañado por un aumento exponencial en el 
consumo de formas no renovables de energía, 
las cuales se han convertido en un factor limitante 
para lograr aumentos de los rendimientos (Broom, 
Galindo & Murgeitio, 2013). 

Finalmente, los efectos claros del cambio climá-
tico exigen la reconversión agropecuaria hacia 
modelos sostenibles (Chamorro & Rey, 2005). Es 
por ello que la identificación de opciones ambien-
tal, económica y socialmente viables cobra gran 
importancia, dado su papel potencial en la recon-
versión ambiental de los sistemas de producción 
agropecuarios (Steinfeld et al., 2009).

El uso de la biotecnología contribuye a esta re-
conversión, siendo el uso de microorganismos 
con una gran variedad de propiedades bioquí-
micas y fisiológicas de interés para el hombre 
(Nain et al., 2010). En este sentido y con el fin 
de potenciar el uso de microrganismos por los  
procesos bioquímicos a fin de lograr el máxi-
mo aprovechamiento del material biológico bajo 
condiciones nutricionales y físico-químicas con-
troladas (Gyaneshwar, Naresh, Pareh & Poole, 
2002) con el fin de optimizar la producción en 
bioreactores, fermentadores de pequeña esca-
la o fermentadores a nivel industrial y al mismo 
tiempo, generar productos microbiales altamen-
te competitivos en el mercado.

El uso de inoculantes comerciales a partir de ce-
pas de microorganismos del suelo, ha reportado 
buenos resultados en la agricultura, lográndose 
suplir las necesidades de elementos esenciales 
para garantizar el suministro adecuado de nutrien-
tes a las plantas (Boraste et al., 2009). Desafor-
tunadamente, la variedad de microorganismos 

benéficos disponibles está limitada a un determi-
nado grupo de especies, siendo esta una de las 
mayores limitantes al uso de estas tecnologías por 
parte de los productores. Por lo anterior, es impor-
tante realizar investigaciones que permitan mejo-
rar las condiciones de producción de inoculantes 
de microorganismos altamente especializados a 
bajos costos de producción, permitiendo la gene-
ración de un producto innovador y competitivo en 
el mercado.

El actinomiceto Frankia establece asociaciones 
simbióticas con diversos grupos de angiosper-
mas no leguminosas o plantas actinorrizas e 
induce la formación de nódulos fijadores de ni-
trógeno (Benson, Vanden Heuvel & Potter, 2004; 
Chaia, Wall & Huss-Danell, 2011). Las plantas ac-
tinorrízicas, constituidas por ocho familias, cuatro 
géneros y 200 especies, son arbustos o árboles 
que habitan diversos ecosistemas (Huguet, Mer-
geay, Cervantes & Fernández, 2004). La aso-
ciación entre la planta y la bacteria tiene gran 
importancia ecológica, ya que las bacterias se 
adaptan a condiciones ambientales extremas y 
poseen una gran capacidad de crecer en suelos 
de baja fertilidad o después de algún disturbio, 
comportándose como pioneras en el desarrollo 
sucesional de comunidades vegetales en suelos 
con bajos contenidos de nitrógeno, siendo algu-
nas de ellas de gran valor en la recuperación y 
protección de suelos degradados y erosionados 
(Dawson, 1990; Anderson, 2011; Beauchemin et 
al., 2011). Entre los grupos más representativos 
de estas especies en América del Sur se encuen-
tran  Coriarieceas, Myricaceaes y Betuláceas, a 
esta última familia pertenece la especie Alnus 
acuminata H.B.K. ssp acuminata (Romero, 1996; 
Chamorro & Rey, 2008).

La presente investigación estuvo enfocada a mejo-
rar las condiciones de crecimiento, a escala piloto 
de cepas nativas promisorias de Frankia aisladas 
de dos zonas geográficas de Colombia, que per-
mitan determinar las condiciones de producción 
de un inoculante basado en Frankia.
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Materiales y Métodos

Cepas de estudio: Las cepas de Frankia Aan17 y 
Aac49 fueron aisladas de una población natural 
de Alnus acuminata H.B.K de la vereda Cubijan 
Alto, municipio de Pasto, departamento de Nari-
ño, a una altura de 3.070 m.s.n.m. y una tempe-
ratura promedio de 13.5 °C, y de la vereda Villa 
Nataly, localidad de Usme, departamento de Cun-
dinamarca, a 3.045 m.s.n.m y 12 °C. Las cepas 
Aan17 y Aac49 se clasificaron a nivel de género 
a través de pruebas bioquímicas, morfológicas y 
moleculares y se evaluaron en plantas del hospe-
dero, mostrando una respuesta positiva,  sinergis-
mo que fue reflejado en un rápido crecimiento y 
mayor respuesta en las variables dasométricas y 
de composición química de A. acuminata durante 
la fase de vivero (Rey, 2006; Pintor, Garzón, Cha-
morro & Rey, 2007; Chamorro & Rey, 2008), re-
sultados que permitieron seleccionar estas cepas 
como promisorias para la producción de inoculan-
tes biológicos del suelo.

Como cepa control se empleó la cepa AacIII ais-
lada de nódulos de A. acuminata, procedentes de 
Argentina. La cepa fue evaluada y caracterizada 
por Carú, Becerra, Sepúlveda & Cabello, (2000) 
en la Universidad de Chile (Área de Microbiología, 
Departamento Forestal).

Las cepas, conservadas en medio Benzil Amina 
Purina (BAP) más glicerol (500 ul BAP + 150 ul gli-
cerol 10%) a una temperatura de -4°C, fueron acti-
vadas y crecidas por un periodo de dos meses, en 
medio líquido BAP modificado por Murry, Fontaine 
& Torrey, (1984), a una temperatura de 36 ºC y 
agitación constante de 150 rpm (Rey, 2006). Se 
realizaron tinciones en fresco con azul de tripán 
y tinción de Gram con el fin de verificar la pureza. 

Las curvas de crecimiento de las cepas fueron 
realizadas en medio de cultivo líquido, el cual fue 
BAP con Glucosa y NH

4
+ como fuente de carbo-

no y nitrógeno,  a 36°C, agitación constante (150 
rpm) y mediciones diarias, usando como pará-

metro de referencia el crecimiento en función de 
la proteína total por medio del método de Lowry 
(Lowry, Rosenbrough & Randall, 1951) ajustado 
por Rey (2006).

Se realizó un subcultivo con un vial de 15 g de 
inóculo en 50 mL del medio de cultivo a evaluar 
en la fermentación. Estos subcultivos fueron man-
tenidos con agitación constante a 150 rpm y a una 
temperatura de 36 °C durante 72 horas a un pH 
de 6,5. Posteriormente, se vertieron 10 mL del inó-
culo que corresponde al 1% del volumen total a 
fermentar en 990 mL de cada uno de los medios 
de cultivo a evaluar. Se emplearon erlenmeyer con 
capacidad de dos litros, a los cuales se les adaptó 
un sistema de toma de muestra. Las condiciones 
en las que se llevó a cabo la fermentación fueron: 
periodo de incubación 17 días, 36 ºC, pH 6,5 y 
agitación constante de 150 rpm. 

Evaluación de la cinética de crecimiento: Se rea-
lizaron dos repeticiones durante el transcurso de 
la fermentación, recolectando 5 mL de muestra en 
condiciones estériles con intervalos diarios par-
tiendo desde la hora 0 primer día hasta el día 15. 
En cada muestreo se determinó:

Crecimiento microbial por Lowry: Lowry et al. 
(1951) modificado por Rey (2006): El micelio fue 
obtenido por filtración en papel Whatman No. 41, 
realizando lavados con 10 mL de MgSO

4 a pH 
7. Las cepas fueron expuestas a choque térmico 
con nitrógeno líquido y agua caliente para inhibir el 
crecimiento y finalmente se llevaron a sonicación 
por 30 segundos. El crecimiento de las cepas en 
los microensayos se determinó por el contenido de 
proteínas totales, las absorbancias leídas (420 nm).

Reducción de acetileno (ARA). El etileno fue me-
dido en un cromatógrafo de gas con detector de 
ionización de llama, la actividad reductora de ace-
tileno se estableció en μmoles de etileno (Rediet 
et al.,  2013). 
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La cuantificación del número de vesículas por mL, 
se realizó mediante un lavado de las muestras con 
agua destilada y centrifugación a 2500 rpm  adi-
cionando el 10% del volumen con solución tween 
20. Con el sobrenadante se realizó la lectura por 
conteo en cámara de Neubauer con profundidad 
de un 1 mm. El criterio de conteo de vesículas 
maduras fue por refracción y presencia de talo hi-
fal (Schultz, & Benson, 1989; Rediet, Mansour & 
Tisa,  2013). Se realizó el recuento cada dos días 
de la fermentación (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 15 días).  

Parámetros de evaluación de los inoculantes

Con los datos obtenidos en las curvas de crecimien-
to se determinaron los parámetros cinéticos como 
rendimiento de biomasa a partir del sustrato Y

x/s 
(Proteína/g), velocidad específica de crecimiento μ 
(dia-1), tiempo de duplicación td (h) y productividad 
(Doran, 1998; Duarte, 1998). Terminada la fermen-
tación, se realizó un análisis en un cromatógrafo 
de gases, con el fin de identificar los compuestos 
originados durante ésta. Para ello, se tomó una 
submuestra de 1 mL de la muestra inicial, se llevó 
a centrifugación a 13000 rpm durante 20 minutos, 
luego se filtró en una membrana de 0.45 μ y se tomó 
una alícuota de 800 μL más 200 μL de la solución 
estándar 2-isobutanol. Finalmente, de esta solución 
se inyectaron 10 μL en el cromatógrafo. 

 Análisis estadístico:  Para realizar el análisis de 
varianza de la fase exponencial de los medios de 
cultivo en relación a cada una de las cepas y los 
estimados del crecimiento microbial por nitrógeno 
se aplicó un diseño factorial, compuesto por dos 
factores: 

Factor A: se consideraron los medios de Cultivo 
Medio 1: Extracto de raíz + extracto de levadura 
+ glucosa; Medio 2: Extracto de raíz + extracto de 
levadura + sacarosa; Medio 3: Extracto de raíz + 
extracto de levadura + melaza.

Factor B: Cepas de Frankia (Cepa Aac49, Cepa 
Aan17, AacIII). 

La compararon de medias se realizó utilizando el 
Test de Tukey, con un nivel de confianza del 95%. 
Los análisis fueron realizados empleando el soft-
ware  SAS, 9.0 para Windows

Resultados y Discusión

Dinámica del crecimiento 

La cinética de crecimiento de las cepas de Frankia 
evaluadas en cultivo en batch, presentaron seme-
janzas a las observadas con otras bacterias y con 
hongos filamentosos. En las Figuras 1, 2 y 3, se 
muestran las curvas de crecimiento microbial du-
rante el periodo de fermentación. 

Figura 1. Curva de crecimiento microbial  
de la cepa Aac49 en los tres medios 

de cultivo evaluados 

Figura 2. Curva de crecimiento microbial de la cepa 
Aan17 en los tres medios de cultivo evaluados
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Figura 3. Curva de crecimiento microbial de la cepa 
AacIII en los tres medios de cultivo evaluados

La dinámica del crecimiento de las cepas nativas 
de Frankia durante el proceso de fermentación, 
presentó una corta fase de adaptación que os-
ciló entre uno a dos días, y que en los medios 
con melaza en la cepa Aan17 y sacarosa en la 
cepa Aac49 estuvo ausente (Figuras 1 y 2). Este 
comportamiento, pudo estar asociado a que los 
microorganismos cultivados provenían de un pre-
inoculo obtenido a partir de células cultivadas 
bajo las mismas condiciones. La fase logarítmica 
se presentó en la mayoría de los casos a partir 
del segundo día, respuesta que no se relacionó 
con el tipo de medio ni con la cepa evaluada. 
Partiendo desde el quinto hasta el octavo día, se 
observó la fase estacionaria, con la mayor per-
manencia en esta fase observándose en los me-
dios con melaza en las tres cepas evaluadas.

La muerte celular presentó un comportamiento 
diferente entre cepas, pero no entre medios, con 
excepción de la cepa control AacIII que no mani-
festó esta fase durante el tiempo de evaluación 
en el cultivo M3 con melaza (Figuras 1, 2 y 3). Se 
observó que la muerte celular se presentó entre 
los días 10 y 13, periodo en el que el carbono dis-
ponible en los medios se encontraba en prome-
dio agotado en 99% en todas las fermentaciones 
y la fuente de nitrógeno mostraba un promedio 
de agotamiento del 68%.

Microscópicamente se observó autolisis celular en 
las cepas nativas, efecto asociado a la carencia de 
carbono (Murry et al., 1984). La presencia de me-
laza en el medio M1 (extracto de raíz, levadura y 
melaza) reversó el proceso de autolisis, generan-
do una curva de crecimiento diaúxico en las tres 
cepas evaluadas (Figuras 1, 2 y 3), el cual ocurre 
como consecuencia de la represión catabólica en 
presencia de las fuentes de energía aportadas 
tanto por la melaza como el extracto de raíz.

Con respecto a la respuesta del efecto de los me-
dios de cultivo frente a la biomasa total de cepas 
medido en la concentración de proteínas, se ob-
tuvieron diferencias altamente significativas en-
tre tratamientos, especies y tratamiento*especie 
(P<.0001) (Figura 4). 

Figura 4. Efecto de los medios de cultivo sobre el 
crecimiento de las cepas 

** Diferencias altamente significativas (P< 0.01).*  
Diferencias significativas (P<0.05). ns no existen  

diferencias Promedios en una misma columna con letras 
iguales no difieren significativamente según la prueba  

de Tukey (P> 0.05)

El medio de cultivo con extracto de raíz, levadura 
y melaza, superó a todos los demás tratamien-
tos con una producción de proteína microbiana 
de 100 mg/mL, superando en 16,5 y 17,7% a los 
medios con sacarosa y glucosa. Los resultados 
de crecimiento microbial, estimados a través de 
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la cuantificación de proteína microbial, coinciden 
con los reportes de Quispel & Tak (1978), Quispel, 
Burggraaf, Borjse & Tak (1983) y Wolters (1998), 
quienes manifiestan que la adición de extractos 
de plantas beneficia el crecimiento in vitro, debido 
a que estos poseen sustancias químicas que ac-
túan como componentes activos y nutrientes. 

En el caso de las raíces de A. acuminata, se pre-
sentan fenoles, minerales y compuestos orgáni-
cos, que en el suelo inhiben de manera selectiva 
el crecimiento de patógenos y estimulan bioquími-
camente a Frankia para su crecimiento (Wolters, 
1998; Beauchemin et al., 2011). 

Adicionalmente, el extracto de raíz puede ser una 
fuente importante de lípidos para las células, ya 
que se encuentra la hidroxidamarenona II (diptero-
carpol) de manera activa, lo que permite estimular 
la producción de vesículas, conformadas en sus 
paredes por lípidos que participan para brindarle 
a la nitrogenasa las condiciones de anaerobiosis 
necesarias en el proceso de fijación biológica de 
nitrógeno Heath & Tiffin, 2007). 

De igual manera, se ha reportado que las colonias 
de Frankia en cultivos puros producen enzimas 

extracelulares, principalmente celulasas, pectina-
sas y proteínas que permiten emplear de manera 
eficiente el extracto de raíz (Benoist, Muller, Diem 
& Schwenkel, 1992). Así, Quispel et al. (1983), re-
portaron la dependencia del extracto de raíz para 
el crecimiento de algunas colonias.

El aporte nutricional de las diferentes fuentes em-
pleadas como la melaza y la levadura, permitieron 
encontrar caminos alternativos para la biosíntesis 
de estas moléculas. En este sentido, la melaza 
posee componentes complejos que crean la ne-
cesidad a las células de expresar una mayor va-
riedad de enzimas catalíticas para degradar estos 
sustratos. Por otro lado, los aportes nutricionales 
de la levadura en forma de aminoácidos, vitami-
nas y carbohidratos solubles, mejoran el balance 
nutricional nitrógeno-carbono (Nahvi, Emtiazi & 
Alkabi, 2002). 

En cuanto al consumo del sustrato, que se mues-
tra en las Figuras 5, 6 y 7, se observa que durante 
el periodo de fermentación hubo un agotamiento 
sucesivo de fuentes de azúcares totales y nitróge-
no disponibles en los diferentes medios de cultivo 
durante el transcurso de la fermentación en las 
tres cepas evaluadas.

Figura 5. a). Consumo de azúcares totales (g/L) y b). Nitrógeno total (%) de la cepa Aac49

a
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Figura 6. a) Consumo de azúcares totales (g/L) y b) Nitrógeno total (%) de la cepa Aan17 

Figura 7. a) Consumo de azúcares totales (g/L) y b) Nitrógeno total (%) de la cepa AacIII 

La factibilidad económica de algunos procesos 
biotecnológicos depende básicamente del costo 
de las materias primas utilizadas en ellos. En la 
práctica, la selección de un microrganismo con ele-
vado rendimiento de sustrato en biomasa favorece 
la productividad del proceso. Generalmente, cuan-
do el sustrato es el factor limitante de crecimiento, 
la cantidad de biomasa producida es proporcional a 
la cantidad de reactivo limitante consumido (Duar-
te, 1998). En este estudio se observó una relación 
típica inversamente proporcional entre la acumula-
ción de biomasa y el azúcar y el nitrógeno residual 
durante la fermentación (Figuras 5, 6 y 7). 

En los primeros 8 días de fermentación del medio 
extracto de raíz, levadura y glucosa, fueron con-
sumidos entre un 75% a un 80% de los azúcares 
totales disponibles por las tres cepas, resultado 
que coincide con la mayor velocidad específica de 
crecimiento que se presentó en las cepas en este 

medio de cultivo. Al finalizar la fase exponencial 
que en promedio fue a los 13 días, quedo rema-
nente entre el 1 y el 9% del azúcar total en todos 
los medios de cultivo evaluados. 

El consumo de nitrógeno al final de la fase expo-
nencial osciló entre un 7,5 a un 16,6%. El mayor 
consumo de nitrógeno en esta fase de crecimiento 
fue para las cepas Aan17 y AacIII con valores de 
9,95% y 9,94%, respectivamente, la cepa nativa 
Aac49 presentó un consumo del 7.82%. Al finali-
zar el periodo de fermentación (día 15) se presen-
tó un consumo del nitrógeno del 80% y 80% en 
las cepas creciendo en los medios de cultivo con 
glucosa y con sacarosa, respectivamente mien-
tras que en el medio con melaza se presentó un 
consumo de nitrógeno del 46,7%. 

El cambio en el contenido de azúcar residual a 
lo largo de la fermentación se puede asociar a 
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la presencia de la enzima invertasa que estimu-
la el consumo de sustrato a medida que actúa 
sobre la sacarosa produciendo glucosa y fructo-
sa, azúcares reductores que son más simples y 
pueden ser asimilados con mayor facilidad (Ka-
zuhiko & Kozo, 1995). Este proceso de inversión 
de la sacarosa depende de las concentraciones 
de glucosa en el medio de cultivo, es decir, que 
a mayor concentración de glucosa a una tempe-
ratura de 35°C, se evidencia con mayor facilidad 
la actividad de la enzima invertasa (Schubert et 
al., 2011).

Parámetros cinéticos

El estudio de las fases de crecimiento permite com-
parar las tres cepas de Frankia en los tres medios de 
cultivo a escala de 1 litro (Tabla 1). La velocidad de 
crecimiento de un microorganismo frente a sustrato, 
depende de la concentración de nutrientes disponi-
bles presentes. Es normal que a altas concentracio-
nes de nutrientes, la velocidad específica alcance 
los valores máximos permitidos por la cinética in-
trínseca de las reacciones intracelulares, las cuales 
están relacionadas con la transcripción y traducción 
del DNA (Agudelo, Ortega & Hoyos, 2010).

Tabla 1. Parámetros de la cinética de la fase exponencial del crecimiento de las cepas  
de Frankia en tres medios de cultivo a escala de 1 litro

Parámetros

Promedio  
medios

Promedio  
cepas

Cepa Aac49 Aan17 AacIII

M1 M2* M3* Aac 
49

Aan 
17 AacwIII M1* M2* M3* M1* M2* M3* M1* M2* M3*

μ: Velocidad 
específica de 
crecimiento 
(h-1)**

0.025a 0.01b 0.01c 0.018a 0.01b 0.004c 0.041 0.015 0.017 0.015 0.011 0.012 0.019 0.018 0.013

Td: Tiempo 
de duplica-
ción (h)**

33.93c 49.2b 51.68a 34.9c 56.6a 43.2b 16.8 47.7 40.3 47.7 62.3 59.9 37.3 37.7 54.8

T: Tiempo de 
duración de 
la fase expo-
nencial (h)**

42.03c 54.5b 64.86a 34.4c 79.7a 47.2b 16.74 39.39 47.22 66.56 82.25 90.35 42.78 41.87 57.01

n: Numero de 
generaciones 
**

1.18b 1.08c 1.23a 0.9c 1.4a 1.1b 1 0.82 1.17 1.39 1.32 1.50 1.15 1.11 1.04

qs: Velocidad 
específica de 
consumo de 
sustrato **

0.016a 0.009b 0.007c 0.018a 0.01b 0.004c 0.029 0.014 0.011 0.019 0.006 0.006 0.0009 0.007 0.005

Yxs: Rendi-
miento celular 
en base al 
sustrato
(g proteína/g 
sustrato)**

1.59c 1.82b 1.95a 1.59c 1.82b 1.95a 1.41 1.07 1.6 1.37 1.84 1.9 2.01 2.56 2.35

* Medio 1: Extracto de raíz + extracto de levadura +glucosa; Medio 2: Extracto de raíz + extracto de levadura+ sa-
carosa; Medio 3: Extracto de raíz + extracto de levadura+ melaza ** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * 
Diferencias significativas (P<0.05). ns no existen diferencias Promedios en una misma columna con letras iguales no 
difieren significativamente según la prueba de Tukey (P> 0.05)
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Al comparar la velocidad específica de crecimien-
to celular (μ) que se presentó en la fase exponen-
cial, en las tres cepas de Frankia en los medios de 
cultivo, se observaron diferencias altamente sig-
nificativas (P<.0001). En la respuesta de μ de las 
cepas en cada uno de los tres medios de cultivos 
evaluados, se observó que el medio con extracto 
de raíz, levadura y glucosa (M1) estuvo asociado 
con un mayor valor de μ de 0,025 h-1. El menor μ 
se presentó en el medio con extracto de raíz, leva-
dura y melaza (M3) con un valor de 0,014 h-1. En 
cuanto a la velocidad de crecimiento μ entre ce-
pas de Frankia, el aislamiento Aac49 proveniente 
de Cundinamarca, superó a las demás cepas con 
un valor medio de 0,041 h-1. 

El número de generaciones obtenidas a los 15 días 
de evaluación presentó diferencias altamente sig-
nificativas entre medios y entre cepas (P<.0001). 
Entre los medios, el medio M3 (con melaza) pre-
sentó el mayor número de generaciones con un 
promedio de 1,2. Al comparar entre cepas, la cepa 
Aan17 proveniente de Nariño, obtuvo el mayor nú-
mero de generaciones con 1,4.

En cuanto al tiempo de duplicación celular (td), se 
observaron valores que oscilaron desde 0,7 días 
para la cepa Aac49 en el medio con extracto de 
raíz, levadura y glucosa (M1), hasta 2,6 días para 
la cepa Aan17 en el medio extracto de raíz, leva-
dura y sacarosa (M2), existiendo diferencias alta-
mente significativas entre tratamientos y cepas. 
En coherencia con μ, el menor td se presentó en 
el medio de cultivo con extracto de raíz, levadura y 
glucosa (M1) con un tiempo de duplicación celular 
de 33,93 h; mientras que el mayor td se manifestó 
en el medio extracto de raíz, levadura y melaza 
(M3) con 51,68 h. Entre las cepas, la cepa Aac49 
mostró el menor td con 34.9 h. 

Existen muy pocos reportes respecto a estos pa-
rámetros de crecimiento. Lechevalier & Leche-
valier (1990) y Murry et al. (1984) reportaron un 
tiempo de duplicación celular entre 2 a 5 días, 

efecto asociado a su largo periodo de crecimiento, 
lo cual indica que el uso de medios nutritivos con 
la inclusión de levadura y de extracto de raíz, sin 
importar la fuente de carbono utilizada, permite 
una reducción del td de 179,8%. De igual manera, 
dependiendo de la fuente de carbono, se presen-
taron reducciones de td en 257%, 142,7% y 138% 
en los medios con glucosa (M1), con sacarosa 
(M2) y con melaza (M3), respectivamente. 

El uso de los diferentes medios de cultivo afectó 
significativamente el tiempo de duración de la fase 
exponencial de las tres cepas (P<.0001). En pro-
medio, el uso del medio M3 (con melaza), estuvo 
asociado con mayor duración de esta fase (51.68 
h), mientras que con el medio con glucosa se pre-
sentó el menor tiempo de duración de esta fase 
(33.93 h). 

El rendimiento de biomasa estimada por proteína 
microbial en relación al sustrato (Y

x/s) presentó 
diferencias altamente significativas entre los tra-
tamientos. El mayor rendimiento entre medios se 
observó en el medio M1 con melaza con 1.95 g/
proteína/g sustrato y entre cepas en la cepa con-
trol AacIII con 1.95 g/proteína/g sustrato. El menor 
rendimiento se presentó en el medio con glucosa 
(1.59 g/proteína/g sustrato). Este resultado indica 
que la melaza permite una biosíntesis de proteína, 
efecto asociado a la diversidad de metabólica que 
permite que algunas cepas de Frankia puedan uti-
lizar diferentes fuentes de energía presentes en el 
medio. 

La velocidad específica de consumo q
s presentó 

diferencias altamente significativas entre los sus-
tratos y entre cepas. La mayor velocidad se pre-
sentó en el medio M1 con glucosa como sustra-
to con un valor de 0.016, lo cual es un resultado 
de esperarse, por cuanto es la fuente de carbono 
más fácil de utilizar para las cepas. En este pará-
metro, la cepa proveniente de Nariño Aan17 obtu-
vo el mayor valor, siendo 143% y 100% más alto 
que el de las cepas Aac49 y AacIII. 
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Conclusiones

El desarrollo de esta investigación permitió esta-
blecer que existe un efecto de la composición del 
medio de cultivo sobre las curvas de crecimiento 
de Frankia. La mayor biomasa celular fue obtenida 
en el medio compuesto de extracto de raíz, extrac-
to de levadura y melaza. 

Las mejores respuestas en los parámetros ciné-
ticos se presentaron en los medios con glucosa, 
con mayor velocidad específica de crecimiento y 
menor tiempo de duplicación celular y en el medio 
con melaza donde se presentó un mayor tiempo 

de duración de la fase exponencial, mayor velo-
cidad específica de consumo de sustrato y mayor 
rendimiento celular en base sustrato.
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