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RESUMEN

En la produccién por tecnologia de Fermentacién del Bacilus
Thuringiensis, se estudiaron cinco medios alternativos. Los resultados
del crecimiento celular, a nivel de trabajo de 100 ml en cultivo estitico y
temperatura de 28 °C, mostraron que el sustrato éptimo correspondié
al medio en el cual se adiciond melaza y polvo de arroz (Medio alternativo
N°1) El desarrollo celular utilizando 100 ml de sustrato fue estudiado
con agitacion reciproca 110 r.p.m.. de esta prueba se determiné filtrar
el medio. La curva de crecimiento del indculo, permitié fijar el tiempo
de proceso en 6 horas.

Para el desarrollo de las fermentaciones, se conté con el equipo experi-
mental, bioreactor en vidrio de dos litros de capacidad y los dispositivos
para aireacibn, agitacion mecdnica, toma de muestra y salida de gases.
La fermentacién en la produccién del Bacillus thuringiensis es del tipo
discontinua, proceso aerobio y crecimiento sumergido. Teniendo en
cuenta la informacion bibliografica y los resultados previos del estudio,
se determinaron los parametros fijos de trabajo para realizar la
produccion por fermentacion de Bacillus thuringiensis, siendo medio
alternativo N°1, volumen 1 litro, temperatura 28°C y concentracién
celular del indculo.

Para determinar los pardmetros 6ptimos de la fermentacion se utilizé
un diseiio factorial de experimentos del tipo 2%, (dos variables a dos
niveles), siendo aireacion (3.2 - 0.5 VVM) y agitaciéon (110- 210 r.p.m.).
Se realizaron 7 fermentaciones , 4 del disefio y 3 al nivel medio de las
variables. Para el monitoreo de la fermentacion se tomé muestra cada
12 horas y se analiz6 concentracion celular (Camara de Neuvauer) y
pH. Los resultados de la concentracién celular para las fermentaciones
medida a las 60 horas muestra que las condiciones 6ptimas de trabajo
corresponden a los valores de la variable, aireacion 3.2VVM y agitacion
210 r.p.m. La variable significativa fue la aireacién del pH en los medios
de fermentacion cambio de neutro a dcido y finalizé como bésico. A las
fermentaciones se les efectiio control de calidad microbiolégico,
coloracion de gram, viabilidad y analisis para la concentracion de aziicar
fermentable inicial siendo de 9.8%. Se recomienda continuar el estudio
con la caracterizacion del sustrato, instrumentacion del bioreactor, con-
trol del pH en el proceso, el estudio cinético y realizar el escalado 1:10.

PALABRAS CLAVES: INOCULO, BIOREACTOR, DISENO FACTO-
RIAL DE EXPERIMENTOS, ESCALADO.
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INTRODUCCION

La necesidad de producir
alimentos preservando el medio
ambiente, cobra importancia en
la actualidad.

La produccion agricola, afectada
por diversos factores, siendo uno
de ellos las numerosas plagas, se
han combatido con el uso
indiscriminado de agroquimicos,
sin embargo, los residuos de
dichos agentes quimicos han
afectado considerablemente los
ecosistemas.

Hoy dia existe una creciente
presion social y legislativa
orientada a prevenir o reducir los
efectos toxicos, riesgos
ambientales y perjuicios sobre la
salud asociados al uso de
plaguicidas quimicos.

El interés se centra en producir
agentes biolégicos facilmente
biodegradables.

La Biotecnologia puede y debe
integrarse en esta renovada
tecnologia de produccion y
proteccion de cultivos.

Es importante el conocimiento de
agentes biolégicos que en la
naturaleza aparecen con ocasion
al aumento de la cantidad de
insectos perjudiciales regulando
su poblacién. Es asi como una
bateria el Bacillus thuringiensis
fue aislada en 1909 de unas larvas
de la polilla de la harina y se



emplea actualmente como uno de
los principales microorganismos
para el control biolégico de
insectos plagas (90% de todos
los productos biologicos) a nivel
mundial.

La obtenciéon del Bacillus
thuringiensis puede ser en cultivo
liquido estatico o en cultivo
sumergido por tecnologia de
fermentacion.

Es de interés en el presente
estudio desarrollar el procedi-
miento de cultivo sumergido bajo
condiciones éptimas a nivel
laboratorio como una primera
etapa en la produccién por
fermentacion de Bacillus
thuringiensis.

MATERIALES
Y METODOS

El estudio fue realizado en el Lab.
De Biotecnologia de la U.F.P.S.
El microorganismo utilizado fue
el Bacillus thuringiensis cepas 24
y 26. El sustrato se determiné a
partir de cinco medios alternati-
vos véase Tabla N°1, en cultivo
estatico. El inéculo se trabajé con
agitacion reciproca. Las
fermentaciones se desarrollaron
en cultivo sumergido, con
agitacion mecanica y aireacion y
utilizando un recipiente tipo
recinketler en  sistema
discontinuo. Se utilizo el disefio
experimental (factorial 2
exponente 2) para el estudio de
parametros. Se aplicé analisis de

medida celular (Camara de Neuvauer), concentracién de azicar, pH
en las fermentaciones y evaluacién cualitativa de viabilidad para el
biocatalizador.

MEDIO |

MEDIO 2

MEDIO 3

MEDIO 4

MEDIOS

CaCO, 0.3 gr/l |Almidén: CaCO, 0.3 gr/1|CaCO, 0.3 gr/l | Almidén:
Sgr/lt Sgr/lt
Polvo de arroz: Levadura Levadura:
2 gr/lt Extracto torula: 5 gr/lt |5 gr/lt Extracto de
harina de maiz: harina de maiz:
Mclaza: 100 mi/it Extractode  [Jarabe de Maiz | 100 mI/it
1 gr/lt harina de soya: |de alta maltosa:
10 gr/lt 1 gril Jarabe de maiz
Levadura: de alta maltosa
Sgr/lt Almidén: Polvodearroz: |1 pr/it
5 gr/lt 2gr/it Levadura:
5 gr/lt

TABLA 1. Medios Alternativos

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas 24 y 26 del Bacillus thuringiensis fueron sembradas en
los medios 1, 2 y 3 en cultivo liquido estatico volumen de 100 ml,

Segun los resultados del crecimiento celular mostrados en la Tabla
2, se determina que el crecimiento de la cepa 24 es mayor en un
menor tiempo y que la cepa 26 aunque muestra un valor mayor en
concentracién en el dia 11, el tiempo invertido es considerable, 5
dias mas, ademas su etapa de adaptacion es mayor, por lo cual se
selecciona la cepa 24.

;‘:mvo CEPA 24 CEPA 26

cretmi- .

:‘f‘:‘“ MEDIO | | MEDIO2 | MEDIO3 MEDIO | MEDIO2 | MEDIO3
Conc. |PH|Cone. [PH |Cone. |PH [Conc. [PH [Cone.  [pH [Conc. |PH
M.V/mi M 0/mi M.Vml M0/mi M.0/mi MO0/mi
10° 10¢ 1ot 100 100 10

0 275 60|39 3|78 0.0 448 s |10 6,0 |30.7 6.5

3 89 7501425 6o [915 6.0 |168 60 |8 6.4 1555 |7s

6 3335 850205 ps|2185 (60 [I7BS |68 |35 o0 |2255 |75

- 141.5 Ialo 405 r.o 1755 |70 |406 70 |16 6.0 |261 8.0

Tabla N°2 Crecimiento de las cepas 24 y 26 del Bacillus thuringiensis en
los medios de cultivo alternativo seleccionados.
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El Bacillus thuringiensis (cepa 24) fue inoculado en los cinco medios
alternativos y su crecimiento evaluado , véase tabla 3, siendo el medio
N°1, el sustrato 6ptimo .

8 Medios Alternativos

empo

AR B 2 3 4 5

cremi-

miento

horas  |Conc. Conc. Conc. Cone. Cong,
M.0/mi M.Vml M.O'mi M.O/ml M.Vl
10" 10 10 10* [

0 149 149 149 149 149

18 30.5 15 20 18 16

27 555 19 45 3858 245

54 67.5 19 595 455 165

138 102.5 14 85§ 66.5 135

Tabla 3. Crecimiento del Bacillus thuringiensis
cepa 24 en los medios de cultivo.

Para caracterizar el indculo de trabajo, se realizd cultivo en
erlenmeyers (4) con agitacion 110 r.p.m, volumen de trabajo 100
ml, temperatura 28°C y replica en cultivo estitico. Del procedimiento
desarrollado se determing filtrar el sustrato.

Para determinar la curva de crecimiento a nivel del indculo, se
preparan 100 ml del medio N1 se filtra y se pasan a erlenmeyers de
250 mly se esterilizaa 15 1bs de presion por 40 minutos. Se procede
a sembrar en drea estéril, de la replica N.3 ( Medio liquido estatico)
5 ml al medio preparado (inéculo). Se coloca en crecimiento con
agitacion (110 r.p.m) y 28 C. Se toman muestras cada dos horas. El
comportamiento del crecimiento celular en el inéculo se muestra en
la Tabla N.4 en la cual se observa el crecimiento exponencial a partir
de las 5 horas, con lo cual se fija el tiempo de proceso para el inculo,
6 horas y la variable concentracion inicial de microorganismo para
las fermentaciones.

Conc. (M.0/ml) x 10° PH

Tiempo h

2.85

4.55

15.85

72

o N & ) O©

90

22 92.5

O] oo O\ O 9] 2

Tabla 4. Datos de concentracion celular y pH en el proceso de inéculo.
Medio N.1 Volumen 100 ml. Agitacion reciproca 100 r.p.m. Temperatura 28 C.
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Para realizar las fermentaciones
a nivel de laboratorio, se utilizé
un recipiente tipo recinketer,
capacidad de trabajo | o 2 litros
con sus respectiva tapa de vidrio.
La tapa cuenta con cuatro
entradas, en las cuales se pueden
adaptar para entrada de gases
(bomba de aireacion, filtro),
salida de gases, toma muestra y
agitacion mecanica (eje, impulsor
y motor eléctrico), como se
muestra en la figura 2.

La fermentacion para la
produccién de Bacillus
thuringiensis presenta las
siguientes caracteristicas: tipo
bacth (discontinuo), estado
liquido, aerobia, y cultivo
sumergido, volumen de trabajo |
litro, temperatura 28°C.

Teniendo en cuenta la
informacion precedente sobre la
produccién de  bacillus
thuringiensis, se seleccionaron los
parametros fijos de trabajo y sus
valores.

Para obtener las condiciones
optimas de la fermentacion se
selecciono el disefio experimen-
tal 2% en el cual dos variables
adquieren valores maximo y
minimo y se realizan 3
experiencias de control a nivel
medio de las variables.

Los parametros fijos son:
volumen de trabajo (1 litro),
temperatura 28°C (cuarto
temperatura controlada),



muestra inicial y se continué con muestra
aproximadamente cada 12 horas, realizando conteo
microbiolégico (Camara de Neuvauer) y pH.
Finalizada la fermentacién se preserva y es

guardada bajo refrigeracion.

Otras pruebas de control de calidad fueron:

- Concentracion inicial de azicar en el medio de
cultivo.

- Coloracion de Gram.

- Prueba cualitativa de viabilidad.

En la caracterizacién preliminar del medio de
cultivo N°1, se determind una concentracion inicial
de aziicar reductor expresado como glucosa de
0.52%, 10.3% azicar total (reductor + invertido)
y 9.82% azicar fermentable.

Una prueba de control y observaciéon de
microorganismos (Coloracion de Gram), se observa
en la figura 3.

En la prueba cualitativa de viabilidad se observé
buen desarrollo celular, libre de contaminacion.

Segiln el disefio experimental se realizaron 4
fermentaciones y 3 experimentos de control. Los
resultados se muestran en la Tabla N°7 y en las

Figuras 4 y 5.

muestran que la fermentacioén éptima corresponde
al experimento N°4, el cual presenta la mayor
concentracion celular a las 60 horas, que
corresponde al experimento con los valores
maximos de las variables aireacion (3.2 VVM) y
agitacion (210 r.p.m.).

~ -

-4

Experimento | CONCENTRACION CELULAR (MO/ml) x 10
Tiempo (h)
0 is 24 36 a8 m b2
1 es | 15 ) 3% |sa 1025 Coloracion de Gram.
3 535 |I° pa o4 5 525 120 141
T % pie [Pzs [ 0 o 23 6 Expenimento | X X ¥
4 16 16 s ® 162 173
3 36 0 2] 100 122 156 I 8 | - -1 58
[) 605 £ s L1 1o (81 PSI ~ = I x
7 65 0 47 §o 1ns 125 163 - ‘ >
Tabla 7. Resultado del crecimiento del Bacillus ’ 2 e
thuringiensis en las fermentaciones. = o) T3]
* Datos no tomados debido a causas ajenas al
desarrollo del proyecto. A . - 2]
La variable de respuesta es la concentracion celular ; y : w
y definida a la 60 horas, la cual se presentaen la |7 0 0 s

Tabla 8. Se selecciona las 60 horas debido a que
en este periodo ya se obtiene una fase estacionaria
analizando el experimento N°4. Los resultados
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Tabla 8. Matriz de disefio y respuestas obtenidas para
la fermentacion discontinua a las 60 horas de proceso.



¥ + + + L]
0 hoess 2 horns 4 horss & horas 8 horas 12 horms
Figura 1. Curva de crecimiento del Bacillus
thuringiensis a nivel de indculo.

concentracion inicial de indculo (volumen 50 ml).
La variables de estudio son: aireacién (3.2 VVM y
0.5 VVM) y agitacion (210 r.p.m y 110 r.p.m), ver
Tabla 5.

Condicion Parametro Valor
Fija Volumen de 1
Trabajo (It) 28
Temperatura °C
Niveles
Variables Bajo Medio Alto
Independientes | Aireacion VVM | 0.5 SR
Agitacionrpm. | 110 160 210

Tabla 5 Parametros de Trabajo.

1. Agitador mecénico
2.Eje

3. Impulsor

4. Bomba de aire

5. Filtro entrada de aire
6. Dispersor de gases
7. Salida de gases

8. Toma muestra

9. Bioreactor en vidnio

[:6J \
—— ) -

S

4
Figura 2. Montaje del Equipo experimental.

VVM: Flujo de aire/ Volumen de trabajo. Litros
aire/min / litros del medio.

La matriz de disefio y cada una de las variables
independientes se muestran en la tabla 6.

ExperimentoNo | X, VVM X, rp.m
1 0.5 1o
2 + 12 - e
3 - 0.5 * 210
‘ + 3.2 ¢ lm
] o 1.9 0 lm
6 0 1.9 0 [160
7 ° 19 . 160

Tabla 6 matriz de disefio para la fermentacién en la
produccion de Bacillus thuringiencies.
Para obtener el inéculo se procedié en forma simi-
lar al realizado en la obtencién de la curva de
crecimiento, dejando 6 horas de procesos, para
todas las fermentaciones.

Antes de realizar las fermentaciones segun el disefio
experimental, se ejecutaron unas pruebas
preliminares en el bioreactor con el fin de verificar
el funcionamiento del mismo con relacién a la
agitaciéon mecanica y la esterilidad de la
fermentacion. Posteriormente se realizaron las
fermentaciones de manera aleatoria.

El sustrato se prepard segun la composicion del
medio N°1 para el volumen de trabajo de 1 litro,
se filtro y esterilizé en autoclave por 40 minutos a
15 Ibs de presién. El fermentador fue montado
con todos los dispositivos y esterilizado en horno
(calor seco).

La fermentacién se realizé en el cuarto del trabajo
(temperatura controlada 28°C), el cual ya habia sido
esterilizado. Se realizd la inoculacion del medio
de fermentacién (50 ml - 6 horas de proceso) y se
llevo a cabo el montaje del bioreactor. Se tomé
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Figura 4. Desarrollo celular del Bacillus thuringiensis en las
fermentaciones del disefio experimental,
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Figura 5. Desarrollo celular del Bacillus thuringiensis en las
fermentaciones al nivel medio de la variable del disefio experimental.

Para el anilisis de los resultados se determina la magnitud de los

l‘ efectos véase Tabla 9.

Experimento | X, X, XX, o
(MO x 104

1 * %

2 " 120

) s + - o

4 ' ’ T 62

) 282 'z;z'— B

¥ 179 78 53]

_‘.:_el-_z_‘_- 595 x I 195 010 35X 10

Tabla 9. La tabla de signos para calcular la magnitud de los efectos.
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Para el analisis del error experi-
mental se determina:

Rango de experimentacion
=(131-122)x 10°=9x 10°

Desviacién estandar
s=0.591 x 9x 10°= 5319 x 10°

Varianza Si*= 4 (s)*/ 1 x 2*
= 28.292 x 10"

Grados de libertad: 3-1=2
Porcentaje de probabilidad 95%

Region de aceptacion hipotesis
nula: t ., =4.303

-5.31 x 10°x 4.303

<L <+531 x 10°x 4303
-2284x10° < L <+22.84x 1@

El efecto significativo segun el
rango de la hipétesis nula es
X,(25.75 x 10°). De acuerdo a
las condiciones establecidas para
el estudio y los resultados
sefialados, se determina que el
parametro significativo en la
produccién de  bacillus
thuringiensis es la aireacion.

El pH en las fermentaciones
mostré el siguiente comporta-
miento inicialmente es neutro (pH
7.0), en un periodo intermedio es
acido (pH 6.0), posteriormente
cambia a basico pasando por pH
8.0 hasta alcanzar pH 9.0 El
cambio de pH se presenta por la
producciéon de metabolitos
propios de la fermentacién, que
pueden afectar la composicion
del medio, la membrana celular
entre otros, influyendo en la
velocidad de crecimiento celular,
por lo cual es importante
mantener el pH en un valor o
rango oOptimo. El carbonato de
calcio se adicioné en el medio
con la finalidad de mantener valor
del pH, sin embargo no logré
dicho efecto.



Cinco medio alternativos fueron
empleados en el crecimiento del Ba-
cillus thuringiensis y el éptimo fue
el medio con melaza. >

La cepa 24 presentd el mayor
crecimiento con un menor tiempo de
proceso, en el medio con melaza.

El medio de cultivo con melaza, fue
analizado encontréndose un 0.52%
de azucar reductor y 9.82% azicar
fermentable.

El Bacillus thuringiensis segtin sus
caracteristicas fisiologicas es una
bacteria capaz de utilizar aziicares
complejos.

El tiempo adecuado para el proceso
del inéculo fue de 6 horas. Se
observé en el desarrollo del Bacil-
lus thuringiensis, su divisién celular

y esporulacion.

' 2f) i

g

CONCLUSIONES

Para optimizar las fermentaciones se
escogié un disefio factorial 2* (2
variables a dos niveles). Las varia-
bles seleccionadas y sus rangos
fueron los siguientes:

- Aireacion (0.5 - 3.2 vvm),

- Agitacion (110-210 r.p.m.).

Las condiciones fijas de trabajo
fueron:

- Volumen de trabajo 1 litro.

- Temperatura; 28 °C.

- Volumen y concentracion de
inoculo.

El equipo utilizado presenta un
manejo béasico de parametros y
aceptables condiciones de
esterilidad.

De las concentraciones celulares en
la fermentacion, se obtienen las

RECOMENDACIONES

hd “ : s ' L
o.gmk‘.*’ ;‘Q rr
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condiciones 6ptimas de trabajo, las
cuales son: 3 VVM y 210 r.p.m.,,
para un tiempo de 60 horas.

De las condiciones establecidas para
el estudio y el andlisis de los
resultados del disefio experimental,
se determiné que el efecto
significativo para el proceso de
produccion por fermentacion de Ba-
cillus thuringiensis, es la aireacion.

La tendencia en la variacion del pH
en los medios de fermentacion fue
inicialmente neutro cambiando
acido y finalmente a basico.

El equipo de trabajo para las
fermentaciones es de tipo versitil y
puede ser utilizado en docencia,
investigacion y extension.

- Realizar la caractenizacion quimica del medio alternativo que contiene melaza.

- Estudiar el producto del metabolismo celular del Bacillus Thuringiensis y analizar su posible uso.

- Mejorar el equipo de trabajo utilizado. Disefiar y construir la tapa metalica, soporte y dispositivo en metal
(sello mecanico, aireacién, toma de muestra, etc. ), ampliar servicios de medidas y control de parametros,

- Estudiar el control del pH en el proceso de produccién por fermentacion de Bacillus thuringiensis.

- Estudiar la cinética de la fermentacion en la produccién del Bacillus Thuringiensis. Realizar el escalado 1:10
para la produccién de Bacillus Thuringiensis con el fin consolidar el desarrollo técnico y la viabilidad econémica
del Bioproceso.

- Se debe continuar con el apoyo de las investigaciones (financiamiento FRIE - U.F.P.S.) que repercuten el
desarrollo de la investigacién , extensién y docencia (Departamento Ciencias del Medio Ambiente - Plan de
Estudios Ingenieria Produccién Biotecnolégica) y por ende de la Universidad Francisco de Paula Santander.
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