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Introduccién. La bacteria gram positiva Bacillus subtilis,
es conocida por su capacidad antagénica frente al
patégeno causante de la antracnosis en el mango (1). Su
uso preferente se basa en la capacidad de formar
esporas, ideales para la formulacion de agentes de
control biolégico, de tal manera que puedan prolongar su
viabilidad durante largos periodos de tiempo y actuar
efectivamente luego de su aplicacion en campo. El
objetivo de este trabajo fue estudiar el proceso de
produccién de esporas de la cepa B. subtilis 83 por
cultivos en lote y lote alimentado. Se evalué el
crecimiento de la cepa en un medio de cultivo mineral
suplementado con glucosa bajo una tension de oxigeno
disuelto minima a mantener durante el cultivo en la etapa
de lote y lote alimentado.

Metodologia . La bacteria se desarrollé en un medio de
cultivo mineral suplementado con glucosa y con las sales
del medio de esporulacion de Schaeffer (2). Los cultivos
se llevaron a cabo en fermentadores de 10L a velocidad
de agitacién constante de 230 rpm (TOD>20%) y en
fermentadores de 30L con control retroalimentado de
oxigeno disuelto por variacion de la velocidad de
agitaciéon (lote C y lote alimentado). La solucién de
alimentacion estuvo compuesta por glucosa y sulfato de
amonio a 500g/L y 85 g¢g/L, respectivamente y se
efectuaron pulsos de las demas sales del medio en dos
ocasiones durante la alimentacion. En cada ensayo se
determinaron glucosa y amonio residual, asi como la
concentracion de células totales (en camara de
Neubauer), unidades formadoras de colonia (UFC) y
esporas viables (por cuenta en placa, en medio YPG).

Resultados . En la tabla 1 se presenta un resumen de los
cultivos en lote y del lote alimentado. En los lotes A y B,
se varié la concentracion inicial de glucosa y la relacién
carbono/nitrogeno con el fin de obtener los mayores
rendimientos de células vegetativas. El cultivo B present6
un incremento en el rendimiento de glucosa en UFC de 3
veces con respecto al cultivo A. El lote C mantuvo las
concentraciones iniciales de sustrato del lote B pero se
control6 la TOD a un valor minimo de 10% durante gran
parte de la fermentacion. No se observé limitacién por
oxigeno y se mejor6 el gasto energético ya que la
velocidad de agitaciéon de este cultivo se mantuvo entre
100 y 190 rpm, frente a las 230 rpm constantes del
cultivo B. Los resultados del lote C son similares al lote
B, por lo cual se escogi6 la TOD al 10% como criterio
operativo minimo en el lote alimentado (y su

escalamiento a 30L), con el fin de suplir completamente
la demanda de oxigeno durante el cultivo a una potencia
menor. Todos los cultivos en lote fueron limitados por
glucosa, la fase de crecimiento vegetativo se extendié
durante las primeras 8 horas, y posteriormente se dio la
etapa de esporulacién que tomé en promedio 16 horas.

Tabla 1. Datos cultivos en lote y lote alimentado de Bacillus subtilis

VARIABLE LOTE A LOTEB | LOTEC | ALIMENTADO
5 g/L glucosa, 1 g/L L,
glt?:géla sulfato de amonio gltZ?JZZCISI: )
Caracteristicas | 4gii suffato [0 [ [100-190] 6.3.
amonio TOD>20°’/ rpm TOD>10%
° | TOD>10%
Esporas
Viables(spo/ml)y 0.05 0.03 0.02 3.13
1010
UFC%?('J/ mi) 0.10 0.19 0.16 5.40
X
v (Sp(l’i)glg'ug) x 0.05 0.07 0.04 0.37
v (UFfO/%g'“C) “| 010 0.38 0.32 0.63
Tiempo de
Proceso (h) 24 24 24 48
Productividad
esporas 1.9 14 0.8 65.2
(spo/Lh) , 10%°

En el cultivo alimentado la fase lote se llevd a cabo
durante las primeras 4 horas, seguidos de la alimentacién
por 30 horas. La fase de esporulacién se llevé a cabo en
16 horas posterior al fin de la alimentacion. Las maximas
concentraciones alcanzadas en este trabajo
corresponden al cultivo en lote alimentado y fueron de
5.4x10"° UFC/ml y 3.13x10" spo/ml. Estos resultados
son mayores a los valores maximos reportados en la
literatura para la concentracion de esporas producidas
por diferentes cepas de B. subtilis (3).

Conclusiones . El cultivo en lote alimentado es una
opcién factible para lograr altas concentraciones
celulares y de esporas. El proceso desarrollado en este
trabajo incrementa con respecto al lote el rendimiento de
glucosa en esporas en un orden de magnitud y la
productividad del proceso se mejora en 34 veces.
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