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Resumen. En el presente trabajo se evaluaron diferentes medios de cultivo liquidos en
dos etapas y las condiciones operacionales de fermentacién para la produccién masiva
de Bacillus subtilis. En la etapa I, la concentracion de esporas viables (UFC/ml), fue ma-
yor para el agua proveniente de la extraccion del almidén de papa (AP). En la etapa /I, al
evaluar flujos volumétricos constantes de aire, se obtuvo mayor concentracion de espo-
ras viables con 1,5y 1,0 vwm, 3,33*10 UFC/ml al sexto dia y 2,04*10® UFC/ml al octavo
dia. Todas las velocidades de agitaciéon presentaron un rendimiento significativamente
menor comparado con el obtenido por 1,5 vvm, siendo la mejor 150 rpm con 2,54*10*
UFC/ml al décimo dia. Cuando se evalué 1,0 vvm con las velocidades de agitacion, de
manera combinada, el mejor tratamiento fue 1,0 vvm - 200 rpm, con una concentracion
de esporas viables de 2,83*10% UFC/ml al octavo dia.
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Summary: Evaluation of growth media and operational ferment conditions for mass
production of Bacillus subtilis in submerged crop. In the present work, different liquid
growth media were evaluated in two stages as well as the operational ferment conditions
for mass production of Bacillus subtilis. In stage |, the concentration of viable spores
(CFU / mL) was higher for water obtained from potato starch extraction (AP). In stage I,
when evaluating constant volumetric flows of air, a higher concentration of viable spores
was obtained with 1,5 and 1,0 vvm, 3,33 * 10® CFU/ ml on the sixth day and 2,04* 108
CFU/ ml on the eighth day. All stirring speeds showed a significantly lower performance
compared to that obtained by 1,5 vvm, being 150 rpm the best one with 2,54* 10* CFU/
ml on the tenth day. When 1,0 vwvm was evaluated with stirring speeds, combined
manner, the best treatment was 1,0 vvm - 200 rpm, with a viable spore concentration of
2,83* 10% CFU / ml on the eighth day.
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Introducciéon ceso productivo a nivel de laboratorio y
posteriormente su produccion en masa.

En los ultimos afios, en la mayoria de los

paises latinoamericanos, se ha optado por En muchos de estos paises la produccion

el uso de insumos biolégicos como una industrial de estos bioinoculantes esta
alternativa amigable al medio ambiente; estandarizada y tecnificada en todos sus
de esta manera se ha seguido un protoco- procesos involucrados. En Bolivia, solo
lo desde el aislamiento de los microorga- algunas empresas ofrecen este tipo de
nismos hasta la estandarizacion del pro- productos; es asi que Biotop SRL en
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cooperacion con la Fundacion PROIN-
PA, vienen produciendo una variedad de
insumos bioldgicos en base a bacterias
y/o hongos benéficos, y aunque se han
evaluado diferentes medios de cultivo
para producir estos microorganismos, se
han enfrentado a una serie de problemas
en la producciéon masiva, debido a dife-
rentes restricciones por el volumen y
condiciones de produccion, relacionados
esencialmente con la transferencia de
oxigeno, ocasionando variaciones en la
tasa de multiplicacion de los mismos.

Brock y Madigan (1993), sostienen que
en fermentaciones industriales aerobicas,
es indispensable una transferencia efecti-
va de oxigeno, y que si se reduce la aera-
cion, aun durante un periodo corto, el
cultivo puede experimentar una anaero-
biosis parcial con serias consecuencias en
términos del rendimiento del producto.

Bacillus subtilis es un microorganismo
inocuo utilizado en la produccién comer-
cial, ya que posee una reconocida activi-
dad antimicrobiana, lo cual ha permitido
emplearlo como un agente de control
biolégico (Ojeda, 2007).

Cristiano et al. (s/f) mencionan que el
uso de B. subtilis se basa preferentemente
en su capacidad de formar esporas, idea-
les para la formulacion de agentes de
control bioldgico, de tal manera que pue-
dan prolongar su viabilidad durante lar-
gos periodos de tiempo y actuar efecti-
vamente luego de su aplicacion en cam-

po.

En este trabajo se evaluaron diferentes
medios de cultivo y condiciones opera-
cionales de fermentacion en un sistema
discontinuo, para la produccion de B.
subtilis en cultivo sumergido.

Materiales y métodos

La investigacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Microbiologia Agricola
de la Fundacion PROINPA, ubicada en la
zona de “El Paso”, a 15 km al Noroeste
de la ciudad de Cochabamba, dentro del
valle central de la provincia de Quillaco-
llo.

La zona reporta una temperatura media
anual de 17.4°C, minima de 1°C en el
mes de junio y maxima de 27°C en el
mes de octubre (Caceres y Ortuiio, 2009).

El trabajo se realizo en dos etapas, en la
etapa I se evaluaron varios medios de
cultivo y en la etapa II, diferentes condi-
ciones operacionales de fermentacion.

Se utilizo el disefio experimental de Blo-
ques Completos al Azar con tres repeti-
ciones. En ambas etapas se realizaron
comparaciones de medias de rango mul-
tiple a través de la prueba de Tukey (P =
0.005) y analisis de tendencias en los
tratamientos cuantitativos. Cada unidad
experimental estuvo constituida por un
biorreactor.

En la etapa I, se evaluaron nueve medios
de cultivo liquidos, distribuidos en tres
ensayos.

En el primer ensayo se evalud el agua
proveniente del proceso de extraccion del
almidén de papa (AP), del jugo de alfalfa
(Alfalfa), de la harina de soya (Soya) y
del hervido de papa (Testigo).

En el segundo ensayo, se probd nueva-
mente AP, Alfalfa, ademas del agua re-
sultante del almidon (Alm) y de la fibra
de papa (Fibra).
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Finalmente, se evaluaron las aguas pro-
venientes del proceso de extraccion del
almidon de papa (AP) y del almidon de
maiz (AM), los medios preparados en
base a melaza-soya (MS) y melaza-leche
de soya (MLS).

La etapa I, se dividio a su vez en dos
fases, en la primera fase se evaluaron tres
flujos volumétricos constantes de aire:
0.5, 1.0 y 1.5 vvm (volumen de aire por
volumen de medio de cultivo por minuto)
y cuatro velocidades de agitacion: 100,
150, 200 y 250 rpm (revoluciones por
minuto); ademds de un testigo negativo
(sin aeracion ni agitacion); en la segunda
fase se evalu6 1.0 vvm con cuatro velo-
cidades de agitacion: 100, 150, 200 y 250

rpm.

Los bio reactores de la etapa I tenian una
configuracion sencilla, constaban de un
difusor y dos orificios, uno para la entra-
da del aire estéril y otro para la salida de
los diferentes gases, formados como pro-
ducto del metabolismo de la bacteria.

Los bio reactores de la primera fase de la
etapa II, ademés de lo anterior, tenian
flujometros con el propdsito de controlar
de forma precisa los diferentes flujos
volumétricos de aire. Cada uno de los bio
reactores utilizados para evaluar las dife-
rentes velocidades de agitacion, tenia
cuatro deflectores (accesorio en forma de
aletas laterales internas del biodigestor),
utilizados para generar mayor turbulencia
y producir un mejor mezclado; un agita-
dor provisto de un rodete tipo turbina
Rushton y un motor paso a paso, cuya
velocidad constante en el tiempo fue
controlada por un micro controlador.
Finalmente, los bio reactores de la se-
gunda fase de esta etapa, eran una com-
binacion de los dos prototipos utilizados
en la primera fase.
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Los medios de cultivo, después de ser
preparados, fueron esterilizados en un
autoclave a 1 atmoésfera de presion duran-
te 30 minutos a 121°C. Cuando se enfrid
a temperatura ambiente, se inocul6 con la
cepa de B. subtilis, del cepario de la Fun-
dacion PROINPA.

Se dej6 incubando durante 10-13 dias,
realizando muestreos periddicos para
hacer seguimiento al crecimiento de la
bacteria. Trascurrido este tiempo, los
caldos fueron formulados con -calcita
(medio inerte), en relacion 1:1.6 v/v (cal-
do bacteriano:calcita).

La concentracion de células viables tota-
les de B. subtilis se determin6 de acuerdo
a la técnica de recuento de bacterias en
placa (Gautier y Julien, 2008), la cual
consiste en realizar diluciones seriadas de
cada una de las muestras y sembrar la
dilucion deseada sobre la superficie de
una placa Petri, con medio Triptona Soya
Agar (TSA), después de 24 horas de in-
cubado a 37°C se procedid a contar el
numero de colonias y a partir de este dato
se calcul6é el nimero de unidades forma-
doras de colonia (UFC), utilizando un
factor de dilucion que es el inverso de la
dilucidn; debido a que se hizo una siem-
bra por extension, se introdujo un factor
de dilucion adicional de 10.

La concentracion de esporas viables se
determindé de la misma manera, con la
unica diferencia de que la dilucion de-
seada de cada muestra se sometio a shock
térmico, que consiste en someter la mues-
tra a baflo maria a una temperatura de
80°C durante 10 minutos, antes de sem-
brarla en placa (Espinosa de los Monte-
ros, 2005). El pH se midi6 con instru-
mentos especificos digitales de mesa.
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Resultados y discusion

En el Cuadro 1 se detalla los valores
medios de las variables concentracion de
células viables totales (UFC/ml), esporas
viables en el producto formulado
(UFC/g) de Bacillus subtilis y pH; para
todos los medios de cultivo evaluados.

Como se observa, el medio AP (agua
proveniente de la extraccion del almidon
de papa) fue el que presentd las mayores
(P = 0.05) concentraciones de células
viables totales, seguido de Alfalfa, en el
primer ensayo; Fibra, en el segundo y
AM (agua proveniente de la extraccion
del almidon de maiz) en el tercer ensayo.

La razon por la que estos resultados se
presentan separandolos por ensayos, se
debe a que las condiciones de manejo
variaron entre los mismos.

En cuanto a la concentracion de esporas
viables de B. subtilis, en el producto for-
mulado, se observa que AP tiene las ma-
yores poblaciones en los dos ultimos
ensayos, solo en el primer ensayo destaca
mas Alfalfa, debido a que el dia que se
formul6 (treceavo), el medio AP presen-
taba una concentracion de células viables
totales menor al de Alfalfa, puesto que su
maxima concentracion se registro al dé-
cimo dia.

B. subtilis es un microorganismo del cual
se conoce su habilidad para metabolizar
una amplia variedad de aztcares (Her-
nandez, 2003), produce enzimas hidroli-
ticas extracelulares que descomponen
polisacaridos, acidos nucleicos y lipidos,
permitiendo que el organismo utilice
estos como fuentes de carbono y donado-
res de electrones (Cuervo, 2010).

Cuadro 1. Concentracion de células viables totales, pH y concentracion
de esporas viables de Bacillus subtilis, para diferentes medios de cultivo (a = 0.01)

Nro. de Medios Concentracion de células pH Concentracion de esporas
ensayo de culti- viables totales de Bacillus viables de Bacillus subtilis
vo subtilis (UFC/ml) (UFC/g)
AP 579*10" a 7.0a 3.0*10"b
. Alfalfa 2.26 10" b 6.5b 4.6*10" a
Primero
Soya 1.90*107 ¢ 6.6b 27*107c
Testigo 1.02*10%d 6.3b 3.0*107d
Alfalfa 8.7 *10°¢c 6.3b 1.9*107c
Seaundo Alm 3.2*10*d 6.6 b 7.1*10*d
9 Fibra 3.2*10" b 6.5b 2.7*10"b
AP 6.3*107a 7.2a 1.2*10%a
AM 1.8*10%b 7.2a 52*10"b
- AP 22*10%a 76a 9.7 %107 a
ereere s 1.0*10° ¢ 6.5b 49%107 ¢
MLS 9.6 *107d 58c 28*107d

Valores seguidos por la misma letra (en cada columna y para cada uno de los tres ensayos), no
difieren significativamente segun la prueba de rango multiple de Tukey (P = 0.005)
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Se sabe que las caracteristicas que un
determinado  microorganismo  adopte
durante su crecimiento, depende en gran
medida del lugar de aislamiento. Al res-
pecto, Prescott et al. (2004), sostienen
que el conocimiento del habitat normal
de un microorganismo es a menudo util
para elegir un medio de cultivo apropia-
do, porque sus necesidades de nutrientes,
reflejan su ambiente natural.

El pH del medio de cultivo AP, fue igual
o mayor a 7 en todos los ensayos, siendo
el mayor registrado de todos los medios
de cultivo, solo AM es estadisticamente
igual a este. Si se relaciona estos resulta-
dos con las concentraciones de células
viables totales y esporas viables, se vera
que los medios de cultivo que presentan
los valores mas altos de pH, tienen las
mejores concentraciones. Al respecto,
Calvo y Zuiiga (2010) indican que el
género Bacillus esta muy asociado a pH
neutros; sin embargo ha sido reportado
por varios autores, la capacidad del géne-
ro Bacillus de adaptacion a pH bajo, pero
mostrando diferentes tasas de crecimien-
to.

En base a la elaboracion de curvas de
formacion de esporas, para las tres condi-
ciones operacionales de fermentacion
previstas en el trabajo, ademas de la va-
riacion del pH en el tiempo, se evidencia
que con 1.5 vvm, se presenté la mayor
concentracion de  esporas  viables
(3,33*10° UFC/ml) al sexto dia; seguido
de 1,0 vvm, registrandose concentracio-
nes muy similares entre el octavo y dé-
cimo dia, 2,04*¥10° y 2*10° UFC/ml,
respectivamente.

Para 0.5 vvm, la concentracion de espo-
ras viables incrementd lentamente, alcan-
zando 1,02*10” UFC/ml al décimo dia.
El tratamiento Testigo (sin aeracidn)
mantuvo concentraciones del orden de
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10% entre el segundo y octavo dia, y al
décimo dia presentd una concentracidon
de 2,26*10° UFC/ml.

Las poblaciones, al segundo dia, fueron
del orden de 107 para todas las velocida-
des de agitacion. Para el Testigo (sin
agitacion), la concentracion de esporas
viables descendi6 hasta el sexto dia, em-
pezando a subir lentamente hasta el octa-
vo dia y al tltimo dia de cultivo, la con-
centracion fue del orden 10°,

Para las velocidades 100, 150 y 200 rpm,
la poblacion de esporas viables descendid
al cuarto dia y después increment6 hasta
el décimo dia, obteniéndose concentra-
ciones de 3,88%10° 2,5%10* y 8,59%10°
UFC/ml, respectivamente.

La poblacion de esporas con 250 rpm, se
increment6 durante todo el ciclo de culti-
vo, pero manteniendo concentraciones
del orden de 10% de manera que al déci-
mo dia presentd una concentracion de
8,98*10° UFC/ml. Se obtuvo concentra-
ciones del orden de 10® al cuarto dia, para
1,0-200 y 1,0-250 vvm-rpm; al sexto para
1,0-100 y 1,0-150 vvm-rpm. Sin embar-
go, la maxima concentracion se obtiene
al octavo dia con 1,0 vvm-200 rpm
(2,83*10° UFC/ml).

Observando la variacion del pH, para las
diferentes condiciones de estudio, se
evidencia que la alimentacion de aire, es
decir el oxigeno, tiene efecto directo
sobre el pH, ya que para flujos volumé-
tricos de aire de 1,0 y 1,5 vvm; y la com-
binacion de 1,0 vvm con todas las velo-
cidades de agitacion, este incrementa en
el tiempo, encontrandose al ultimo dia de
cultivo en aproximadamente 9, mientras
que para 0.5 vvm y todas las velocidades
de agitacion, el pH disminuye, hasta un
determinado dia, a partir del cual tiende a
subir.
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Finalmente, para el tratamiento Testigo,
el pH disminuye gradualmente hasta el
ultimo dia de cultivo. Evidentemente
bajo limitacion de oxigeno, la bacteria se
ve obligada a seguir otras rutas metabdli-
cas, que al parecer no son favorables para
su crecimiento y esporulacion, sino para
la formacién de 4cidos organicos, lo cual
pudo haber causado el descenso del pH,
bajo estas condiciones.

Al respecto, Espinosa de los Monteros
(2005), menciona que al parecer la fer-
mentacion lactica es el ultimo recurso
que tiene B. subtilis para reciclar el poder
reductor (NADH+H") generado en la
glucdlisis al metabolizar la glucosa.

En este sentido, la disminuciéon en la
velocidad de crecimiento (y la biomasa
generada), se puede atribuir a que en esta
via no se genera tanta energia en compa-
racion, por ejemplo, con el ATP genera-
do al catabolizar el piruvato a acetato, asi
mismo se sugiere que la limitacion ener-
gética no es capaz de sustentar la produc-
cion de B-galactosidasa y formacion de
esporas durante la fase estacionaria.

La trascripcion de las enzimas del ciclo
de Krebs se induce durante la esporula-
ciéon y son requeridas ya que permiten
obtener la energia necesaria y los inter-
mediarios esenciales para la esporula-
cion. Sin embargo, hay que tomar en
cuenta que el ciclo de Krebs generador de
coenzimas reducidas, es regulado por la
disponibilidad de oxigeno (Espinosa de
los Monteros, 2005). El mismo autor
aflade, que mediante un estudio de micro
arreglos, recientemente se ha determina-
do que varios cientos de genes son indu-
cidos o reprimidos a diferentes niveles de
expresion en B. subtilis, con el cambio
gradual hacia condiciones menores en
oxigeno.

Por su parte, Hernandez (2003), sostiene
que la razén por la que se forma poca
biomasa en condiciones fermentativas, es
que la mayor parte de los azucares se
canalizan a la formacién de L-lactato,
con rendimientos mayores al 80% del
teorico.

Por todo lo expuesto anteriormente y
considerando que Gonzales (2008) indica
que la esporulacion es un proceso muy
complejo que requiere un elevado con-
sumo energético y necesita varias horas
para completarse, es posible suponer que
la baja concentracion de esporas viables
que se obtuvo con las diferentes veloci-
dades de agitacion y Testigo, se debid a
la falta de energia y/o los intermediarios
esenciales para la formacion de las mis-
mas. Ademadas cabe recalcar que este
comportamiento se observd con mayor
claridad en los bio reactores que carecian
de aeracion.

Los mejores rendimientos no se lograron
con las mayores velocidades de agita-
cion. Trujillo y Valdez (2006), mencio-
nan que el estrés hidrodinamico afecta en
forma negativa a la esporulacion de B.
subtilis.

Si bien estos autores no mencionan el
limite de la velocidad de agitacién sobre
el cual se observa este comportamiento, y
aunque lo hicieran, no necesariamente
tendria que replicarse en este trabajo,
puesto que el comportamiento de un cul-
tivo bacteriano depende de muchos facto-
res intrinsecos de la cepa involucrada y
extrinsecos o relacionados al medio am-
biente de la misma; es posible que la
disminucion de la concentracion de espo-
ras viables para las velocidades de agita-
cion mayores al optimo registrado en el
presente trabajo, se deba a lo indicado
por estos autores.
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Finalmente, muchos autores mencionan
que ademas de la aeracion, la agitacion es
muy ventajosa en el bioprocesado, puesto
que permite que todos los nutrientes,
incluidos el oxigeno, estén méas disponi-
bles para el aprovechamiento por parte de
la célula; ademas, el rodete rompe las
burbujas de aire generadas en el difusor,
formando burbujas mas pequeias y dis-
tribuyéndolas por todo el liquido, mejo-
rando de esta manera el area interfacial
de transferencia de oxigeno.

Al respecto, Espinosa de los Monteros
(2005), sostiene que la cantidad de proto-
nes translocados a través de la membrana
y por lo tanto la eficiencia en la genera-
cion de ATP estd regulada por la transfe-
rencia de oxigeno y no por la concentra-
cion de éste.

Por su parte, Guevara (2004), menciona
que en los reactores agitados mecanica-
mente se busca aumentar la transferencia
de oxigeno con la agitacion mecanica.

Conclusiones

e La concentracion de células viables
totales y de esporas viables de B. sub-
tilis, es diferente para los medios de
cultivo evaluados en los tres ensayos,
y a pesar de que las condiciones de
cultivo fueron diferentes entre ensa-
yos, el agua proveniente de la extrac-
cion del almidon de papa (AP) fue el
que presentd mejores resultados en
todos los ensayos.

e Los flujos volumétricos de aire con
los cuales se obtuvieron las mejores
concentraciones de esporas viables
fueron: 1,5 y 1,0 vvm, con 3,33*10°
UFC/ml al sexto dia y 2,04*10°
UFC/ml al octavo dia. Todas las velo-
cidades de agitacion presentaron una
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baja concentracion de esporas viables,
siendo la mejor 150 rpm con 2.54*10*
UFC/ml al décimo dia.

e En cuanto al sistema combinado acra-
cion-agitacion, el mejor en rendimien-
to fue 1,0 vvm - 200 rpm, presentando
concentraciones del orden de 10° en
esporas viables a partir del cuarto dia,
y registrando su maxima produccion
de esporas al octavo dia, con 2.83*10°
UFC/ml.

e Se observé diferente comportamiento
del pH para los medios de cultivo eva-
luados; asi para el medio AP, el pH
cuando hubo buena alimentacion de
aire al sistema, se incremento en el
tiempo, describiendo un comporta-
miento variable al disminuir la con-
centracion de este.
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