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RESUMEN

Antecedentes: El uso de plasticos se ha incrementado gradualmente en la rutina diaria
ocasionando mayor contaminacion al medio ambiente. Actualmente, se conoce que especies del
género Pseudomonas aisladas de suelo y basurales tienen la capacidad de biodegradar derivados
del carbono, como petroleo y polipropileno. Objetivo: Evaluar el crecimiento a 2 temperaturas de
dos cepas ATCC (American Type Culture Collection) de Pseudomonas sp. N° 9027 y N° 10145,
expuestas a polipropileno. Materiales y métodos: Se generd graficas considerando el cambio de
la absorbancia (DO) en funcion al tiempo (semanas). Debido al igual comportamiento cinético a
37°C en los ensayos con las cepas N° 9027 y N° 10145, se decididé agrupar las mediciones
considerando la condicion con polipropileno. Luego de comprobar los supuestos, se utilizd la
prueba de T-Student para determinar diferencias de promedios de acuerdo a la condicién y por
cada medicion de absorbancia a través del tiempo. Finalmente, usando los datos agrupados y
modelos mixtos, se estimd los intervalos de confianza al 95% de las predicciones ajustadas por la
interaccion de la condicion y tiempo para cada punto de medicion de absorbancia. Todos los
supuestos fueron corroborados, y la interaccion fue estadisticamente significativa (p<0.001). El
analisis de datos fue realizado en Stata v14 (College Station, TX: StataCorp LP), considerando un
p<0.05 como significativo. Resultados: EI comportamiento cinético de las dos cepas ATCC 9027
y ATCC 10145 frente a la presencia y ausencia del polipropileno y a dos temperaturas; tuvo
mejor respuesta frente a 37°C. Asimismo, el anélisis de las curvas de absorbancia tuvo como
resultado absorbancias similares entre ellas frente al polipropileno. Se determind que existe una
diferencia estadisticamente significativa a partir de la tercera semana.

Conclusiones: Se puede concluir evaluando las absorbancias promedio de todas las muestras,
que las curvas de crecimiento para ambas cepas ATCC expuestas a polipropileno a una

temperatura de 37°C presentan un mejor crecimiento.
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“Effect of temperature on the growth of two ATCC strains of Pseudomonas sp. exposed to
polypropylene”

SUMMARY

Background: The use of plastics has gradually increased in the daily routine causing greater
pollution to the environment. It is now known that Pseudomonas species isolated from soil and
landfills have the ability to biodegrade carbon derivatives such as petroleum and polypropylene.
Obijectives: To evaluate the growth at two temperatures of two strains ATCC (American Type
Culture Collection) of Pseudomonas sp. No. 9027 and No. 10145 exposed to polypropylene.
Materials and methods: Graphs were generated considering the change in absorbance (OD) as a
function of time (weeks). Due to the same kinetic behavior at 37 ° C in the tests with strains No.
9027 and No. 10145, it was decided to group the measurements considering the condition with
polypropylene. After checking the assumptions, we used the T-Student test to determine
differences of averages according to the condition and by each measurement of absorbance over
time. Finally, using the pooled data and mixed models, we estimated 95% confidence intervals of
the predictions adjusted by the interaction of the condition and time for each absorbance
measurement point. All assumptions were corroborated, and the interaction was statistically
significant (p <0.001). The data analysis was performed in Stata v14 (College Station, TX:
StataCorp LP), Results: The kinetic behavior of the two strains ATCC 9027 and ATCC 10145
against the presence and absence of polypropylene and at two temperatures; had a better response

than 37 ° C. In addition, the analysis of absorbance curves resulted in similar absorbances



between them versus polypropylene. It was determined that there is a statistically significant
difference from the third week (0.0173) p-value <0.05 is significant.
Conclusions: Evaluating the average absorbances of all samples that the growth curves for both

ATCC strains exposed to polypropylene at a temperature of 37°C show a better growth.

Key words: environment pollution, plastic, temperature, polypropylene, ATCC strains,

Pseudomona sp



INTRODUCCION

El bajo costo, la alta demanda y el prolongado tiempo de vida del plastico ha hecho posible que
éste sea considerado un contaminante peligroso a nivel mundial.
Debido a la insuficiente cantidad de rellenos sanitarios, muchos de los residuos plasticos son
llevados al mar, originando de ésta manera la muerte de incontables especies. (1,2)
Los plasticos sintéticos que constituyen alrededor del 80% del uso total son polietileno (PE),
polipropileno (PP), cloruro de polivinilo (PVC), poliestireno (PS), poliuretano (PU), tereftalato
de polietileno (PET). (3) (Anexol) La degradacion natural de estos plasticos puede tardar entre
100 hasta 1000 afios. Esta resistencia a la degradacion se puede evitar por factores fisico
quimicos y capacidades microbianas. La temperatura es un factor crucial en el rendimiento y
crecimiento de los microorganismos, especies del género Pseudomonas se han caracterizado por
ser criofilas y mesdfilas, muchas de éstas especies suelen crecer en un rango de 2 a 42 °C, sin
embargo resulta imposible tener conocimiento sobre la temperatura dptima cuando se trata de
cepas ATCC de Pseudomonas sp, debido a que no se especifica una temperatura adecuada para
su crecimiento.(4)
Actualmente las especies del género Pseudomonas son usadas para procesos de biorremediacién
por derrame de petréleo, ya que tienen la capacidad de utilizar como parte de su metabolismo al
carbono. Debido a ello, se han realizado diversos estudios con la finalidad de introducir nuevas
metodologias que puedan ser aplicados en la reduccién de plasticos. (5,6,7)

Sin embargo para obtener una completa eliminacion de éste polimero plastico se requiere una
descomposicion de polimeros a oligbmeros mas pequefios 0 mondmeros, esto permitira que
pueda pasar a traves de la membrana celular, sequido de la asimilacion y posteriormente el
metabolismo intracelular. Ademas es necesario que el microorganismo se encuentre en un habitat

adecuado, ya sea de manera natural o proporcionado por los investigadores, manteniendo ciertos
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parametros de pH, y sales que puedan permitir su viabilidad. (8,9,10) En el afio 2009 se aislé
Pseudomonas y Sphingomonas sp. de suelos y basurales, con el propdsito de evaluar su
capacidad de biodegradacion de polietileno, luego de seis semanas se obtuvo una degradacion de
43% del plastico total. (11) En México se realizd un estudio donde se utilizd s6lo cepas de
Pseudomonas, en seis semanas se obtuvo una degradacion de polietileno del 58.18%. (12) En el
afio 2010 en un estudio realizado por la Universidad Mayor de San Marcos (UNMSM), donde se
evallo la biodegradacion de polietileno de baja densidad por accion de un consorcio microbiano,
entre ellos Pseudomonas sp. y hongos, y a un pH de 5.5 y 7; obtuvo como resultado que el peso
perdido de polietileno por estas cepas aisladas fue de 4.8% para un pH de 5.5 y 5.4% para un pH
de 7. (13) Otro estudio consistié en un pretratamiento con acido nitrico, donde Pseudomonas
aeruginosa fue capaz de biodegradar 0.25 de LDPE en un 50.5% en 2 meses. (14) Sin embargo,
no se necesitd pretratamiento quimico para Pseudomonas sp. AKS2 para degradar peliculas de
LDPE, Aunque sélo el 5% de la masa total de 300 mg se degradd en 45 dias. (15) Por lo tanto la
degradacion del plastico depende tanto de la disposicion estructural del polimero como del tipo
de cepas de Pseudomonas expuestas al polietileno, asi como también la temperatura que ésta cepa
requiera.

El presente estudio exploratorio tiene por objetivo evaluar el efecto de la temperatura en 2 cepas
ATCC de Pseudomonas sp. N° 9027 y N° 10145 expuestas al polipropileno, debido a que éstas
cepas ATCC no especifican una temperatura optima, se ha seleccionado 2 temperaturas alejadas
entre si, con la intencion de evaluar la viabilidad de las cepas en dos rangos diferentes; hasta la
actualidad no se han realizado estudios sobre la exposicion de cepas ATCC de Pseudomonas a
polipropileno. Los resultados de este estudio buscan servir como un aporte en el campo de

biotecnologia y de salud puablica, porque como se ha descrito anteriormente aun hay muchas


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.13472/full#jam13472-bib-0061

variables que deben ser investigadas a profundidad sobre la exposicion de Pseudomonas a

plasticos.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio. Estudio de tipo experimental.

Cepas certificadas: Se utilizd dos cepas ATCC de Pseudomonas sp. N° 9027 y N° 10145
adquiridas comercialmente

Reconstitucion. Las cepas ATTC fueron almacenadas entre 2-8° C hasta su uso. La
reconstitucion y siembra de las cepas de referencia, fueron realizadas en medios de cultivo de
enriquecimiento (TSB).

Método de identificacién: A partir del medio de enriquecimiento, previo al proceso
experimental, se realiz6 el aislamiento, la identificacién y confirmacion de las cepas mediante
técnicas de microbiologia convencional, utilizando baterias bioquimicas y medios de cultivo tales
como agar Cetrimide y Tripticasa Soya Agar (TSA).

Preparacion de la cepa. A partir de los cultivos positivos crecidos en agar TSA, se repicé un par
de colonias de Pseudomonas sp. y se realizd una suspension bacteriana equivalente a un patrén
de 0.5 de la escala de McFarland (1.5 x 108 ufc/mL), el mismo que fue utilizado para la
incorporacion a los medios de cultivo.

Preparacion del medio de cultivo: EI medio de cultivo fue preparado de acuerdo a lo descrito
en trabajos previos (3. 4,5) para ambas cepas. Se utilizaron como sales (NH4) SO4 (100 g/mL),
NaNO; (100 g/mL), K;HPO,4 (100 g/mL), KCI (100 g/mL), MgSO, (20 g/mL) y suplementado
con 10 g/mL de levadura y 2g de perlas de tamafio de 2 mm de polipropileno obtenido de tubos

Falcon previamente triturado en una estructura mecanica fabricado por el area de Desarrollo



Tecnologico del Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN) y esterilizados por calor himedo a
121°C por 15 minutos.

Se utilizé polipropileno por ser uno de los materiales plasticos usualmente presentes en los
residuos solidos que contaminan segun las referencias bibliograficas (Alonso y col 1999). A la
unién del medio de crecimiento con el polipropileno (llamado medio de enriquecimiento), se
agrego un volumen de 1 ml de la cepa preparada en el paso anterior. Todos los cultivos fueron
incubados durante 60 dias a temperaturas de: 37°C y 4° C.

Controles de aislamiento. Se incluyeron controles sin inoculacién de polipropileno para ambas
condiciones; a fin de determinar solo crecimiento bacteriano de Pseudomonas sp. Asi mismo, se
descartd posible contaminacion por otros microorganismos que den falos positivos en la
medicion de la Absorbancia durante las 8 semanas. Para ello, se tomd una asada del cultivo
positivo y se realizd una coloracion Gram, dando como resultado bacilos Gram negativos y en los
medios de cultivo de Agar Sangre y Agar Cetrimide dio crecimiento positivo. Para la
identificacion del género se realizaron pruebas bioquimicas, dando como resultado positivo a
Pseudomonas sp.

Medicion de absorbancia. A cada medio de cultivo contenido en un Erlenmeyer, se realizé
mediciones de absorbancia (Ab) por espectrofotometria a 640nm. Las mediciones fueron
realizadas con un espectrofotometro que se encuentra ubicado en el Laboratorio Auxiliar de la
Escuela de Tecnologia Medica. Las calibraciones fueron ajustadas con un cultivo de nimero
conocido de bacterias. Todas las lecturas fueron realizadas cada semana durante el lapso de ocho
semanas por duplicado.

Anélisis de datos. Se generd graficas considerando el cambio de la absorbancia (DO) en funcion
al tiempo (semanas). Debido al igual comportamiento cinético a 37°C en los ensayos con las

cepas N° 9027 y N° 10145, se decidié agrupar las mediciones considerando la condicion con
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polipropileno. Luego de comprobar los supuestos, se utilizd la prueba de T-Student para
determinar diferencias de promedios de acuerdo a la condicion y por cada medicién de
absorbancia a través del tiempo. Finalmente, usando los datos agrupados y modelos mixtos, se
estimd los intervalos de confianza al 95% de las predicciones ajustadas por la interaccion de la
condicion y tiempo para cada punto de medicion de absorbancia. Todos los supuestos fueron
corroborados, y la interaccion fue estadisticamente significativa (p<0.001). El analisis de datos
fue realizado en Stata v14 (College Station, TX: StataCorp LP), considerando un p<0.05 como

significativo.
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RESULTADOS
Al sembrar las muestras en Agar Sangre y Cetrimide, se encontraron numerosas colonias y con

olor caracteristico de Pseudomona. Estas colonias fueron sometidas a un proceso de tincion
Gram, por medio del cual se observo que eran bacilos Gram-negativas, debido a la coloracién
verduzca que adquirieron en los medios de cultivo que tenian un olor a manzana, esto es de suma
relevancia, debido a que el olor es caracteristico de la especie Pseudomona.

También, durante 8 semanas se realizaron por duplicado mediciones de absorbancia (DO) de las
dos cepas en estudio ATCC N° 9027 y ATCC N° 10145 obteniendo un promedio de lectura para
cada semana. Asi mismo, se comparé las mediciones de las muestras con polipropileno y sin
polipropileno.

En la Figura N2 1, se puede observar el resultado de la Absorbancia (Ab) promedio vs el tiempo
obtenido al evaluar el comportamiento de la cepa N° 9027, al inicio del cultivo y durante las ocho
semanas que duro el ensayo (T=0 hasta T=8); tanto en condiciones con y sin polipropileno y a las
dos temperatura de 37°C y 4° C respectivamente. En este resultado se puede observar que la
curva de crecimiento de la muestra a temperatura de 4°C es muy similar a la de 37°C sin
polipropileno. Sin embargo, al evaluar el comportamiento de la cepa N° 10145, a las mismas
condiciones del medio de cultivo previamente descritas, se observa que a la temperatura de 37°C,
tuvo mejor crecimiento; en ese sentido se escogid la temperatura de 37°C para el andlisis
independiente de cada cepa (Figura N° 2) .

Asimismo, se realizd un analisis comparativo entre las curvas de crecimiento de ambas cepas
(Figura N° 3) expuestas solo a una temperatura de 37°C; obteniéndose como resultado
absorbancias muy similares entre ellas frente al polipropileno.

También se analizé la interaccion entre condicién (con y sin polipropileno) y tiempo, usando

datos agrupados y modelos mixtos a fin de determinar los cambios de absorbancia; estas
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estimaciones estan con un intervalo de 95% de confianza y nos acredita que los supuestos fueron
corroborados y la interaccion fue estadisticamente significativa partir de la a tercera semana

(p<0.001) (Figura N°5)

DISCUSION

En otros estudios evaluaron como variable al peso (11, 12, 13, 15). Nuestro estudio no considerd
estd variable por una posible contaminacion de las muestras al momento de realizar cada
medicion y que podria afectar los datos de absorbancia. Los estudios realizados por otros autores
han incorporado esta variable con la finalidad de determinar el porcentaje que ha sido
biodegradado con respecto al total del peso inicial donde se ha incluido ensayos fisicoquimicos
(10, 11,12). Sin embargo, también ha habido una marcada diferencia tanto en la pérdida de peso
como las velocidades de degradacion absoluta y especifica, utilizando estos plasticos. En este
estudio se ha utilizado mediciones por absorbancia de espectrofotometria con la intencion de
evaluar crecimiento bacteriano, éste medicion es valida y se considera como un argumento que
indica el consumo del polimero por especies microbianas.(16) No obstante, dado que los
microorganismos son capaces de usar sustancias de reserva y otras moléculas como impurezas,
éste resultado no puede ser aceptado como una conclusion irrefutable, se deben utilizar diferentes
técnicas microscopicas para refinar el analisis como por ejemplo microscopia de fuerza atdbmica
para observar la topologia superficial del polimero. Los estudios mencionados anteriormente (11,
12, 13,15) utilizan la pérdida de peso para estimar la biodegradabilidad, la cual esta estandarizado
para pruebas de biodegradabilidad in situ (16), este tipo de medida no es representativo de una
biodegradabilidad material, ya que ésta perdida peso podria ser debido a la desaparicion de

impurezas volatiles y solubles. A pesar de haberse usado mediciones distintas, ambas son
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aceptadas segun protocolo para estimar biodegradabilidad, aln asi se sugiere realizar estudios
posteriores que puedan seguir aportando a éste estudio.

Esta investigacion ha sido la primera en incluir dos cepas comerciales de Pseudomonas ATCC,
obteniendo como resultado un crecimiento satisfactorio en los 2 meses que han sido expuestas a
polipropileno; a diferencia del estudio realizado por otros autores donde utilizaron cepa
Pseudomonas sp. aisladas de agua estancada donde la biodegradacion fue del 58.18 % del peso
inicial (11). Esta accion se debe a que las bacterias aisladas de basurales ya estan habituadas a ese
tipo de ecosistema donde su metabolismo estd esencialmente basado en carbono; mientras que las
cepas ATCC utilizadas en nuestro estudio tuvieron un crecimiento mas lento, debido a que éstas
pasaron por un proceso previo de activacion y adaptacion para posteriormente desarrollar en estos
medios enriquecidos a base de sales y realizar un correcto metabolismo (11,21).

La mayor parte de los estudios estan enfocados a evaluar Pseudomonas expuestas a polietileno,
polipropileno también es considerado un plastico de uso comun, es por ello que ha sido utilizado
en éste proyecto; cada plastico tiene diferentes propiedades y caracteristicas, la actividad
microbiana no siempre es la misma, va a depender del tipo de plastico al que va a ser
expuesto.(Anexo 2)

Los estudios de absorbancia evaluados durante las 8 semanas demostraron que hubo
biodegradacion del polipropileno en condiciones de laboratorio; sin embargo para hablar de una
relacion directamente proporcional entre el polipropileno y éstas bacterias seria recomendable
realizar otros estudios que permitan comprender mejor los mecanismos.(16) Asi mismo, otro
punto importante a considerar para identificar procesos viables y eficaces que puedan llevarse a
cabo en el campo biotecnoldgico, es la evaluacion de diversas temperaturas a fin de identificar la

mas optima, sobre la accion en el crecimiento de las cepas al ser expuestas a polipropileno.
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Del presente estudio se concluye que en ambas cepas de Pseudomonas existe un mejor
crecimiento a una temperatura de 37°C que a una de 4°C en presencia de polipropileno. Ademas
el crecimiento visualizado mediante las curvas esta libre de agentes contaminantes, de ésta forma
y gracias a la corroboracion estadistica se puede establecer una relacion directa de la cinética de
crecimiento de Pseudomonas ATCC 9027 y ATCC 10145 con la degradacion de polipropileno,

evidenciando de ésta forma la capacidad de estos microorganismos para degradar polipropileno.
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ANEXOS

o}

(a) (b)
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n n
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ANEXO 1: Estructuras de polietileno de plastico sintético (PE), polipropileno (PP), cloruro de
polivinilo (PVC), poliestireno (PS), poli (tereftalato de etileno) y poliuretano (PU), y (b)
polietileno de plastico mas hidrolizable Succinato (PES), polietilenglicol (PEG) y alcohol
polivinilico (PVA). Los grupos R en PU pueden representar una serie de grupos funcionales que
se usan para subclasificar las UPs como aromaticos, alifaticos, poliéster, poliéter o
policaprolactona.
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El plastico Microorganismo

Polietileno (PE)

LDPE Pseudomonas sp.
AKS2

LMWPE Pseudomonas sp. E4
Poliestireno (PS)

Alto impacto Pseudomonas sp.

Cloruro de vinilo P putida AJ

iuretano (PUR)
iéster B chlororaphis

iester P aeruginosa
P aeruginosa MZA-

285

Pseudomonas sp.

ANEXO 2:

Lista de Pseudomonas y enzimas asociadas en la biodegradacién de algunos tipos de plastico.

Enzima

Hidrolasa

Alkane hidroxilasa

Esterasa

Alkene
MONooXygenase

Poliuretanasa

Esterasa

Esterasa

Referencia

Tribediy Sil ( 2013c)

Yoon etal .(2012)

Mohan etal .( 2016
)

Danko etal . (2004 )

Ruiz etal .(1999)

Mukherjee et al .(
2011)

Shah etal .(2013)

Biffinger etal . (
2015)

No se encontrd referencia de enzimas asociadas a polipropileno.

Journal of Applied Microbiology
0147, 31 MAY 2017 DOI: 10.1111/jam.13472

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.13472/full#jam13472-fig-0001
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Abs

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
--------- 9027 s/pola 37C ~ ——— 9027 c/pol a 37C
--------- 9027 s/pol a 4C — 9027 c/pol a 4C
* mean

FIGURA 1: Comparacion de la absorbancia de la cepa Pseudomona ATCC 9027.

Se describe las Ab promedio obtenidas en mediciones por duplicado al inicio del cultivo y
durante cada semana; tanto en el medio con polipropileno, sin polipropileno y a temperaturas de
37°Cy 4°C.

S/pol: Sin polipropileno
C/pol: con polipropileno
Mean: media-promedio
T0...T8: Tiempo en semanas
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Abs DO

To T T2 T3 Ta 15 T6 7 Ts
--------- 10145 s/pola37C ~ ——— 10145 ¢/pol a 37C
......... 10145 s/pol a 4C ——— 10145 c/pol 4C
L mean

FIGURA 2: Comparacion de la absorbancia de la cepa Pseudomona ATCC 10145.

Se describe las Ab promedio obtenidas en mediciones por duplicado al inicio del cultivo y
durante cada semana; tanto en el medio con polipropileno, sin polipropileno y a temperaturas de
37°C y 4°C. No se observa gran diferencia de crecimiento en las curvas a 4°C y 37°C sin
polipropileno.

S/pol: Sin polipropileno
C/pol: con polipropileno
Mean: media-promedio
T0...T8: Tiempo en semanas
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DO

Abs

TO T1 T2 T3 T4 15 T6 17 T8
--------- 9027 s/pola 37C — 9027 c/pol a 37C
--------- 10145 s/pola 37C = 10145 c/pol a 37C
* mean

FIGURA 3: Comparacion de absorbancia de la cepas Pseudomona ATCC 9027 y 10145.

Se describe las Ab promedio obtenidas en mediciones por duplicado al inicio del cultivo y
durante cada semana; tanto en las muestras con polipropileno, sin polipropileno y a una
temperatura de 37°C. Se observa diferencia entre las curvas de crecimiento de las muestras sin
polipropileno, con polipropileno.

S/pol: Sin polipropileno
C/pol: con polipropileno
Mean: media-promedio
T0...T8: Tiempo en semanas
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ttest

N H
0
-
o
a
174]
_ .& -
LQ -
D —
I I | I I | I | I
TO T1 T2 T3 T4 T5 Te T7 T8
......... Sin polipropileno = Con polipropileno @ Promedio
t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8
0.5703 0.0686 0.0173  0.0014  <0.0001  <0.0001  <0.001 00001  0.0001

FIGURA 4: Comparacion de ambas condiciones (Sin polipropileno, Con polipropileno) a
37°C, utilizando el test T student.

Para esta figura se decidié agrupar las mediciones de acuerdo a la condicién de las muestras.

Se tomo un valor p<0.05 como significativo.
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1.5

Abs DO

Con polipropileno

FIGURA 5: Interaccién de condicion y tiempo con un intervalo del 95% de confianza.
Utilizando modelos mixtos con datos agrupados, todo es a 37°C y sin considerar cepas. Solo
comparando condicion de las muestras; se observa diferencia de condicion: "Sin polipropileno «,
"Con polipropileno “a la tercera semana.
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FLUJOGRAMA DE TRABAJO

Reconstituir en medio TSB
cepas ATCC de
Pseudomonas sp. N° 9027 y
N° 10145 en

Incluir controles sin
inoculacion de polipropileno

para ambas condiciones

Incubar durante 60 dias a:
37°C y 4°C.

Identificacion y confirmacion
de cepas (bateria
bioquimicas, agar Cetrimide
y Tripticasa Soya Agar
(TSA).

Ambas cepas deben estar

expuestas a polipropileno y

a 2 temperaturas diferentes
(37°C y 4°C)

Medir la absorbancia (Ab)
por espectrofotometria a
640nm, leer cada semana
por duplicado. durante 8
semanas

Repicar un par de colonias
de Pseudomonas sp.
Realizar una suspensién
bacteriana (0.5 escala
McFarland (1.5 x 108
ufc/mL),

Medio de cultivo:(NH,) SO4
(100 g/mL), NaNO, (100
g/mL), K;HPO, (100 g/mL),
KCI (100 g/mL), MgSO, (20
g/mL) 10 g/mL de levadura
y 2g de perlas de
polipropileno
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