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RESUMEN

En la actualidad el desarrollo de nuevas tecnologias para combatir plagas y
enfermedades es importante en la evolucion de la agricultura, y con esta misma corriente va
la busqueda de nuevas alternativas para la elaboracion de nuevos productos que ademas de
ser amigables con el medio ambiente sean accesibles para cualquier agricultor. Las
caracteristicas antagonistas del género Bacillus se han utilizado como medida para el control
de plagas y enfermedades y asi tratar de mitigar el uso indiscriminado de productos
quimicos. La bacteria gram positiva B. subtilis puede ser utilizada para estos fines por su
caracteristica de producir sustancias antibiéticas y de adaptacion a varios tipos de sustratos,
en este sentido B. subtilis es utilizado como agente antagonista de hongos fitopatogenos
como: Sclerotinia, Collectotrichum, Botrytis, Fusarium, y Penicilium. Este estudio se basa en
la bdsqueda de medios de cultivo liquidos de bajo costo para la multiplicacion de esta
bacteria. Después de pruebas preliminares se establecieron cuatro sustratos principales, el
primer sustrato a base de leche azucarada adicionada con un caldo base rico en minerales,
otro a base del subproducto agroindustrial lactosuero, otro a base de bebida de soya
fortificada y por ultimo un medio a base de levadura activada; cada tratamiento con tres
repeticiones dando un total de doce unidades experimentales todos estos tratamientos bajo
un sistema de fermentacion y agitacion continua con diluciones seriadas consecutivas como
método de conteo. Los resultados a los 12 dias indicaron que el tratamiento a base de leche
azucarada alcanzo un valor de 1.97x 101°de UFC(Unidades formadoras de colonia)/ml de
medio de cultivo liquido, el segundo tratamiento a base de lactosuero obtuvo un valor final
de 2.23x 101° UFC/ml de medio de cultivo liquido, el tercer tratamiento a base de bebida
fortificada de soya obtuvo un valor de 3.07x 10'2UFC/ml de medio de cultivo liquido y por
altimo el tratamiento a base de levadura activada siendo el menos efectivo alcanzando de
2.93x 103UFC/ml de medio de cultivo liquido, se encontré notorias diferencias estadisticas
entre los tratamientos en las tres fases del crecimiento de la bacteria y por lo tanto el
tratamiento a base de bebida fortificada de soya es el mas eficiente y de bajo costo para la
multiplicacion de la bacteria comparado con productos comerciales.

Palabras Clave: biocontrolador, B subtilis, lactosuero, soya, hongos fitopatogenos



Abstract

At present, the development of new technologies to combat pests and diseases is
important for the sustainability and evolution of agriculture, in addition to the search for new
alternatives for the development of new products that are friendly with the environment and
economically accessible to any farmer. The antagonistic characteristics of the genus Bacillus
have been used as a measure for the control of pests and diseases and thus try to mitigate the
in discriminate use of chemicals. The gram positive bacteria B. subtilis can be used for these
purposes because it’s characteristic of producing antibiotic substances and can be adapted to
several types of substrates for commercial scale production. In this sense B. subtilis is used
as an antagonist agent of fungal phytopathogens such as: Sclerotinia, Collectotrichum,
Botrytis, Fusarium, and Penicilium. This study is based on the search of liquid culture media
suitable for the multiplication of this bacterium. After a preliminary series of tests four main
substrates were established, the first substrate based on sugared milk, another based on the
agro-industrial sub product lactosuero, another based on fortified soy drink and finally a
medium based on activated yeast; Each treatment with three replicates giving a total of 12
experimental units all these treatments under a continuous fermentation and agitation system
with consecutive serial dilutions as a counting method for a period of 12 days, The results
indicated that the treatment based on of sweetened milk present a final concentration of
1.97x 101 UFC/ml of liquid culture medium, the second treatment based on lactusuero
obtained a final concentration of 2.23x 101® UFC/ml of liquid culture medium, the third
treatment based on fortified beverage of soybean obtained a value of 3.07x 1012 UFC/ml of
liquid culture medium and finally the treatment based on activated yeast being the less
effective reached a final value of 2.93x 103 UFC/ml of liquid culture medium, therefore it
was found notorious statistical differences between the treatments in the phases of the growth
of the bacterium and consequently the treatment based on fortified soy drink is the most
efficient and more economical for the multiplication of the bacterium compared to
commercial products

Key words: biocontrol, B. subtilis, lactosuero, soy, fungal phytopathogens
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1. Introduccidén
1.1. Antecedentes

El vertiginoso crecimiento de la poblacién en los Gltimos 50 afios, obliga a ser mas
responsables con los recursos naturales, exige la practica de una agricultura no invasiva y
sobre todo sustentable con el medio. Practicas actuales como el uso excesivo de
agroguimicos afectan no solo especies vegetales sino tambien a animales y seres humanos
(Duffus, 1997).Es por esta razén que un manejo integrado de plagas conjuntamente con un
correcto manejo de recursos pueden encaminar al objetivo de producir mas y mejores

alimentos (Altieri, y otros, 2004).

Ultimamente se introduce el término “BIO-CONTROLADOR” que corresponde a
agentes biologicos benéficos que ayudan a controlar plagas en diferentes cultivos (Altieri,
1995), y se catalogan como cualquier organismo que ayude a erradicar o mitigar una
poblacion especifica de organismos que estén afectando al crecimiento y desarrollo de la
planta, entre lo que maés conocidos ultimamente son: Bacillus, Trichoderma, Beauveria,

Paeciolomyces y otros (Donoso, 2006).

El género Bacillus pertenece a un grupo de bacterias bastante conocida, con
diferentes tipos de especies muy utilizadas en la actualidad especialmente en la industria de
la fermentacion (Zukowski, 1992). La mayoria de las cepas de Bacillus son microorganismos
mesofilos que crecen rapidamente, produciendo colonias de buen tamarfio hasta en 24 horas a

una temperatura especifica.

B. subtilis se clasifica dentro del grupo dos de seis, el cual estad formado por bacterias
que comparten la caracteristica de catabolizar un amplio rango de carbohidratos por las vias
de Embden-Meyerhof-Parnas (glicolisis) y de pentosas fosfato (Priest, 1993). La mayoria de
estas bacterias crecen en condiciones anaerdbicas por respiracion de nitratos a excepcion de
B. megaterium y B. pumilus, mientras que algunas como B. cereus, B. licheniformis y B.
thuringiensis fermentan azlcares en ausencia de un aceptor final de electrones (Shariati y
otros, 1995).



11

B. subtilis, es un microorganismo que fue catalogado como aerobio estricto por
mucho tiempo, hasta que Priest(1993) dio a conocer la habilidad de B. subtilis para crecer en
condiciones anaerodbicas. En ciertos estudios se presenta la habilidad de B. subtilis para
desarrollarse en ausencia de oxigeno bajo respiracion de nitratos o también por la
fermentacion en medios ricos con proteina, glucosa y piruvato (Hoffmann, 1995; Nakano,
1997; Nakano y Zuber, 1998; Espinosa de los Monteros y otros., 2001).

1.2. Justificacion

En la agricultura moderna, se ha sesgado la sostenibilidad de la produccion agricola.
El elevado uso de agroquimicos sin lugar a duda ha permitido obtener incrementos
importantes en la productividad, sin embargo sus efectos adversos estan impactando de
manera significativa la sostenibilidad de la agricultura (Bashan, 1996). Causas como la
practica del monocultivo, la contaminacion de suelo y agua por el elevado uso de pesticidas
quimicos han originado una notoria inestabilidad de los ecosistemas agricolas, reduciendo
la biodiversidad de estos. Lo que se manifiesta principalmente en una mayor incidencia de

plagas y enfermedades en los cultivos (Fernandez, 2001).

Los biopesticidas tienen algunas ventajas comparativas sobre sistemas de control
fitosanitarios convencionales debido a que poseen multiplicidad de mecanismos de accion.
Los biopesticidas compiten por nutrientes y espacio con el patdgeno y presentan
antagonismo directo e inducen inmunizacion de la planta (Narvaez, 2015). También son
biodegradables y no se acumulan. Narvaez también compara la aceptacion de estos productos
biocontroladores con organismos genéticamente modificados, resultando los biopesticidas
con mayor aceptacion por parte de los consumidores. A pesar de ello, la venta de
biopesticidas representé solamente un porcentaje del 2.5% en el mercado mundial de los
pesticidas, pero el interés en estos productos ha aumentado con un crecimiento anual del
15% (Cawoy, 2011).
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Contrario a los pesticidas quimicos de uso convencional, los biopesticidas son
relativamente faciles de producir a una escala apropiada con tecnologia que esta al alcance de
paises en vias de desarrollo (Attathom, 2002). Un conocimiento avanzado en biotecnologia y
biologia molecular facilita la produccién de biopesticidas, volviéndolos mas eficientes y
econdmicamente asequibles para una agricultura moderna (Alvarez y del Valle, 2012). Segun
estudios realizados por Sachidanadham y otros (1997) las bacterias del género Bacillus
tienen aptitud para ser tratadas industrialmente para la produccion masiva y la aplicacién en
el campo como insecticida microbioldgico (Garcia, 2011). La capacidad de Bacillus de
producir endoesporas hace que sea factible transformar los cultivos bacterianos después de la
fermentacion a productos de facil utilizacion en el campo como formulaciones de polvo
mojable, ademas la vida en percha de biopesticidas a base de bacterias esporulantes es méas
larga y requiere menos precauciones en el almacenaje (Narvéez, 2014). Las bacterias de este
género no requieren de suplementos nutricionales especificos por lo que son relativamente
faciles de producir industrialmente (Cawoy y otros, 2011). Aun asi, es necesario hacer

investigacion para optimizar el medio de fermentacion de estas bacterias (Ozcan, 2008).

Por lo tanto, la necesidad de desarrollar nuevas tecnologias para la elaboracion de
biopesticidas es muy importante en la agricultura moderna, tecnologias que apunten a
abaratar costos de produccion y sustentabilidad en los procesos agroindustriales. En el caso
de las bacterias, algunas pueden crecer en casi cualquier medio de cultivo (Tortora, 2007);
otras requieren medios especiales y por eso se debe analizar los requerimientos basicos para

la elaboracion de los medios de cultivo.

El medio de cultivo que se define como la base para la multiplicacion de cualquier
microorganismo y debe constar de necesidades basicas como agua, carbono, nitrégeno y
minerales (Yanez, 2012). En ocasiones también factores de crecimiento y de ser necesario
oxigeno para formar su biomasa y como fuente de energia para la sintesis y mantenimiento
celular. Debido a que la mayoria de microorganismos tienen una composicién elemental muy
similar se puede disefiar un medio de cultivo idéneo adaptando a recursos existentes
(Devine, 2000).
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La elaboracion de nuevos medios de cultivo debe regirse estrictamente al
requerimiento del microrganismo. Fuentes minerales como el carbono, que es uno de los
requerimientos nutricionales mas importantes para el crecimiento microbiano y es porque
este constituye la estructura basica de la materia viva y es necesario para la formacion de los
compuestos organicos (Waites, 2001). Se ha demostrado que el 50% del peso seco de una
célula bacteriana tipica es carbono, como elemento mayoritario de sus macromoléculas, y en
el caso de B. subtilis diversas fuentes de carbono simples o complejas como glucosa o
sacarosa influencian el crecimiento celular y la biosintesis de antibidticos. Otra fuente
importante para el disefio de un medio de cultivo idoneo es el nitr6geno, necesario para la
sintesis del material celular principalmente proteinas. Por lo que el nitrégeno es el segundo
elemento mas abundate en la célula bacteriana llegando constituir cerca del 14% de su peso
seco. La mayoria de bacterias utilizadas en procesos industriales pueden asimilar fuentes
organicas e inorganicas. El nitrogeno organico puede ser suministrado por medio de
aminoacidos, subproductos o destilados de carnes y levaduras (Stambury 1995). En B.
subtilis diversas fuentes de nitrégeno como la peptona tienen un significativo efecto de
sustancias anti fangicas (Jacques y otros 1999). Las bacterias también necesitan de elementos
minerales como hierro, cobre, molibdeno, magnesio y zinc denominados oligoelementos son
muy importantes en actividades enziméticas (Waites, 2001). En B. subtilis estos
oligoelementos han sido referidos han sido relacionados como factores determinantes en el
crecimiento y la produccion de metabolitos (Cooper, 1981). Varios autores han descrito que
los cationes de Mn, Fe, Mg, y Zn provenientes de sales inorganicas disueltas en el medio de
cultivo a concentraciones mili molares pueden incrementar la produccion de células y
metabolitos en diferentes cepas de B. subtilis (Abdel-Mawgoud, 2008, Tabbene 2009).

En general, se pueden distinguir cultivos liquidos y sélidos en funcion de las
caracteristicas del medio y cultivos discontinuos o continuos en funcién de la disponibilidad
de nutrientes en el medio (Hernandez, 2003). En funcion de la composicion y concentracion

de nutrientes de los medios de cultivo pueden ser medios quimicamente definidos 0 medios
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complejos (Zhang y Greasham, 1999). Mientras los medios de cultivo quimicamente
definidos tienen como principal ventaja su estandarizacion y estabilidad en el tiempo debido
a que se conoce con exactitud su composicién quimica, usualmente este tipo de medios se
utilizan a nivel laboratorio, ya que la produccién con ellos no suele ser elevada. Los medios
complejos que a su vez generan una alta productividad de microorganismos contienen
ingredientes de origen natural cuya composicion no es completamente conocida,
Generalmente los sustratos utilizados son fuentes de nitrégeno organico como extracto de
levaduras, carnes, plantas o digeridos de proteinas de estas u otras fuentes (Tortora, 2007).
Estos sustratos satisfacen los requerimientos de energia, carbono, nitrégeno y azufre de los
microrganismos y proporcionan aminodacidos, oligoelementos, vitaminas y factores de
crecimiento organicos para una produccién (Crueger y Crueger, 1993). Sin embargo estos
substratos tienen un elevado costo para ser utilizados en la produccion a nivel industrial por
esta razon se recurre al uso de subproductos provenientes de industrias alimenticias y

agricolas que pueden brindar un balance nutricional adecuado (Waites, 2001).

Los subproductos usados en el medio de cultivo deben satisfacer los requisitos
bésicos antes descritos para la produccion de biomasa y metabolitos, proporcionando un
suministro adecuado de nutrientes y energia para la biosintesis y el mantenimiento celular
(Stanbury, 1995). Ademas de ser un medio econdmicamente sustentable debe proporcionar

una base sélida para el escalado de produccion a nivel industrial.

Sin dudas una de las mayores ventajas para el uso de subproductos es el bajo costo, la
alta disponibilidad, y el beneficio medioambiental al ser productos reciclados que se
incorporan nuevamente en la cadena industrial, contrapuestamente los inconvenientes mas
importantes son la composicidn quimica variable y la posible presencia de productos toxicos
0 metabolitos que pueden afectar al crecimiento del microorganismo (Stambury, 1995
Zhang, 1996 y otros).

Los subproductos de bajo costo comunmente utilizados para la produccion de

bacterias incluyendo una amplia variedad de aislados de B. subtilis son:
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Concentrados proteicos de origen animal que provienen de la desecacion vy
molturacién de desechos de pescado y carne. Son fuentes proteicas de gran valor bioldgico y

alto contenido de aminoacidos esenciales (Yanez, 2012).

Productos o subproductos de soya son considerados como excelentes sustratos para la
produccion industrial de bacterias benéficas y sus metabolitos, esto debido a que contienen
elevados porcentajes de proteinas alrededor de 40% y un 35% de carbohidratos.
Subproductos de soya como diferentes tipos de harina desengrasada, leche, licor, y molturas
de soya son muy utilizados para la produccion industrial de bacterias benéficas y sus
metabolitos incluyendo a B. subtilis (Reis, 2004; Yu, 2008;Ewe, 2010).

Las melazas como subproducto proveniente de la elaboracién del azlcar a partir de la
cafia de azUcar y menor grado de la remolacha azucarera, debido a su bajo costo y a su
composicion rica en azucares fermentables (principalmente de sacarosa en un 50%),
sustancias nitrogenadas, vitaminas del grupo B y abundantes minerales como hierro, fosforo,
potasio, zinc, sodio, cobre y magnesio constituye una de las fuentes de carbono mas
utilizadas para la produccion industrial de microorganismos (Costa 2001). Los medios
constituidos por melaza en combinacion con otras fuetes de nitrégeno proveen nutrientes y

energia para un rapido incremento y mantenimiento celular.

Otro de los subproductos agroindustriales mas utilizados en la multiplicacion de
bacterias es el suero proveniente de elaboracion de quesos conocido mas comdnmente como
lactosuero, utilizado actualmente como fuente de alimento para ganado porcino es todavia
inutilizable en un pais por costumbre ganadero. En general, en todos los tipos de suero, la
lactosa constituye el 75% de los sélidos, sin embargo, el resto de los sélidos representan una
excelente fuente de proteinas, lipidos, vitaminas y minerales, cuya importancia ha sido
reconocida en los ultimos afios (Yanez, 2012). Entre las principales fracciones proteicas de la
leche liberadas en el suero, se encuentran en mayor cantidad las proteinas globulares solubles
B-lactoglobulina (B-LG) y B-lactalbumina (a-LA) en una relacion 3:1 y como constituyentes
menores: seroalbumina, inmunoglobulinas, lactoferrina, proteosaspeptonas ytransferrina; en

total ellas representan el 98% de la proteina soluble. Esto es equivalente a 6 g por cada
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kilogramo de leche completa, empleada en la fabricacion de los quesos. Todas estas
proteinas estan presentes en los tipos de lactosuero mencionados. Adicionalmente a estas
proteinas, en el suero derivado de quesos obtenidos por la accion de la quimosina, se
encuentra la porcion hidrosoluble de la k-caseina conocida como glicomacropéptido (GMP).
La quimosina rompe, preferentemente, el enlace Phe-Met de la k-caseina de la leche,
obteniéndose dos fracciones: GMP, porcion hidrofilica de caracter acido, constituida por 64
aminoacidos, y una porcién hidrofobica, de caracter basico, compuesta por 105 aminoacidos,
Ilamada paracaseina-k, la cual forma parte integral de la cuajada a partir de la cual se
obtienen los distintos tipos de quesos (Almécija, 2007). EI GMP representa entre un 20% y

25% de la proteina total presente en el suero (Scott, 1991).

2. Objetivos
2.1. Objetivo General

Evaluar el crecimiento en diferentes medios de cultivo liquidos para la multiplicacion

de la bacteria Bacillus subtilis

2.2. Objetivos especificos

e Determinar curvas de crecimiento sobre la bacteria B. subtilis en cuatro diferentes
medios de cultivo.

e Valorar cada medio de cultivo en la fase de crecimiento exponencial y en la fase
estacionario de la bacteria.

e Analizar los costos de cada medio de cultivo para una produccion comercial de la

bacteria.
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3. Hipotesis

La composicion y origen del medio de cultivoliquidoinfluencian de manera directa

en la concentracién final de UFC en B. subtilis.

4. Revision de Literatura

4.1. Hongos patdgenos de las plantas

4.1.1.1. Importanciay descripcion

Los hongos son organismos eucariontes uni o pluricelulares que se desarrollan en
sitios humedos y con poca luz. Las células pluricelulares se agrupan en filamentos llamados
hifas que en conjunto recibe el nombre de micelio. Los hongos son pequefios organismos
productores de esporas, generalmente microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo
filamentosos que carecen de clorofila y que tienen paredes celulares que contienen quitina,
celulosa, o ambos componentes (Urbina, 2011). La mayoria de las 100.000 especies de
hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia organica muerta, a la
que descomponen. Alrededor de 50 especies de hongos producen enfermedades en el hombre
y casi el mismo nimero ocasiona enfermedades en los animales, la mayoria de las cuales son
enfermedades superficiales de la piel o de sus apéndices. Se considera que mas de 8.000
especies de hongos producen enfermedades en las plantas. Todas las plantas son atacadas por
algun tipo de hongo, y cada uno de los hongos parésitos ataca a uno o mas tipos de plantas.
Algunos hongos crecen y se reproducen sélo cuando establecen una cierta asociacion con las
plantas que les sirven de hospedante, durante todo su ciclo de vida estos hongos se conocen

como parasitos obligados o biétrofos. Otros requieren de una planta hospedante durante una
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cierta etapa de su ciclo de vida, el cual lo pueden concluir desarrollandose en materia
organica muerta o bien creciendo y reproduciéndose tanto en materia organica muerta como

en plantas vivas (Agrios 2005).

2.1.1.1. Ciclo biolégico de hongos patdgenos

Gréfico No.1 Ciclo bioldgico, Hongos fitopatdégenos
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Segun Agrios (2005), los hongos se reproducen principalmente mediante esporas, las
esporas son estructuras reproductoras o especializadas para la propagacion del hongo, que
constan de una o varias células. Estas estructuras pueden formarse asexualmente (mediante la
produccion, por el micelio del hongo, de células individuales especializadas las esporas sin
intervencion de cariogamia o meiosis) o ser el resultado de un proceso sexual. En los hongos

inferiores, las esporas asexuales se forman en el interior de un saco denominado esporangio y
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se diseminan en el momento en que se rompe esta estructura o a traves de una abertura que
posee. Algunas de esas esporas se mueven mediante flagelos y se les denomina zoosporas.
Otros hongos producen esporas asexuales denominadas conidios, que se desprenden de las
células terminales o laterales de hifas especializadas denominadas conidiéforos. En algunos
hongos, las células intercalares o terminales de una hifa se alargan, estdn rodeadas por una
pared densa y se separan para formar clamidosporas. En otros grupos de hongos, las esporas
asexuales (conidios) se forman en el interior de estructuras de pared gruesa denominadas
picnidios. La reproduccion sexual, o los procesos que se asemejan a ella, se presentan en la
mayoria de los grupos de hongos. En algunos de ellos, un par de células (gametos) de tamafio
y forma semejante se fusionan y producen un cigoto, denominado zigospora. En otros
grupos, los gametos son de tamario distinto y al cigoto que forman se le denomina oospora.
En algunos hongos, no se forman gametos definidos, y en lugar de ello un micelio se fusiona
con otro micelio compatible (Agrios, 2005). La fusion de los nacleos sexuales del cigoto
produce un ndcleo diploide (2n). Por lo coman, las primeras divisiones de este nicleo son
meidticas, de ahi que el hongo contenga nucleos haploides (1n) durante todo su ciclo de vida,
excepto en el momento en que se han fusionado los ndcleos gaméticos. Sin embargo, en
algunos grupos de hongos, en particular en los basidiomicetos y en menor grado en los
ascomicetos, las células de todo el micelio o de ciertas partes de €l contienen un par de
nucleos haploides, los cuales se mantienen separados en el interior de la célula. A dicho
micelio se le denomina dicariético, pero se comporta de manera bastante semejante a como
lo hace un micelio diploide (en el que ambos nucleos se mantienen fusionados) (Agrios,
2005). En la mayoria de los hongos, los gametos masculino y femenino se forman en un
mismo micelio (como es el caso de los hongos hermafroditas). Cuando los gametos
masculinos fecundan a los femeninos del mismo micelio, el hongo se le denomina
homotalico. Sin embargo, en la mayoria de los casos, los gametos masculinos fecundan
Unicamente a los gametos femeninos de otro micelio sexualmente compatible, por lo que se

dice que el hongo es heterotalico (Rivera, 2007).
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4.2. Bacillus subtilis
4.2.1.1. Caracterizacion general

El género Bacillus, pertenece a la familia Bacillaceae, una de las familias bacterianas
con mayor actividad bioquimica referenciada en la literatura cientifica que abarca tanto su
utilizacion dentro de las actuales politicas de control bioldgico como el uso de los productos
de su metabolismo para la industria(Slepecky,1992).Son bacilos aerobios y anaerobios
facultativos gram positivos, producen endosporas con morfologia oval o cilindrica que le
permite resistir condiciones desfavorables en el ambiente, son moviles por la presencia de
flagelos laterales, son catalasa positiva, presentando hemolisis variable y un crecimiento
activo en un rango de pH entre 5.5 - 8.5. La propagacion activa del microorganismo se
produce en medios que presentan superficie himeda (Snay y otros,1989). Las células en
crecimiento no se propagan facilmente en medios liquidos. Estos microorganismos por lo
general crecen bien en agar sangre, produciendo colonias blangquecinas, grandes, extendidas e

irregulares (Stephenson y otros, 1999).

Dentro de las especies mas representativas de este género con propiedades de
antagonismo celular contra patégenos de plantas encontramos a Bacillus brevis y Bacillus
subtilis. EI metabolismo de B. subtilis es predominantemente respiratorio, siendo el oxigeno
el aceptor terminal de electrones, por tanto en presencia de oxigeno resulta abundante
crecimiento con la formacion de 2,3-butanodiol, acetoina y CO2 como productos principales.
En ambientes con reduccién de oxigeno se puede evidenciar crecimiento y fermentacion
débil en medios que contengan glucosa (Wang, 1992), por otra parte el comportamiento
bioquimico de B .brevis no relacionado con su poder biocontrolador esta caracterizado por
ser amilasa negativo, caseina negativo, gelatinasa positiva, indol negativo y la mayoria

utilizadores de citrato (Marino, 2001).

B. subtilis se encuentra ampliamente distribuido en suelos agricolas, raices de las
plantas y en el tracto gastrointestinal de los animales asi también como en agua dulce y

salada, materia vegetal en descomposicion, desiertos y la Antartida. Igualmente B. subtilis se
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ha aislado en alimentos, incluidas las especias, cacao, legumbres, semillas, y pan (Slepecky,
1992).

En diferentes aislamientos se ha evidenciado la presencia de cepas antagonista sobre
patdgenos de plantas (Castellanos, 2005), ademas poseen un alto poder de adaptacion a
diversos ambientes mediante la formacion de endosporas; estructuras resistentes frente a la

falta de nutrientes y situaciones adversas.

4.2.1.1. Efecto antagonista

La accion biocontroladora de B. subtilis estd estrechamente relacionada con la
produccion de metabolitos antibidticos capaces de actuar sobre microorganismos de diversa
etiologia; la antibiosis. Los péptidos que produce y que tienen esta accidn son variados y
representan un grupo no muy heterogéneo entre si de metabolitos activos que afectan
directamente a algunos patdgenos de plantas, el mecanismo de accién de B. subtilis se da
mediante la secrecion de diversas sustancias que se producen cuando la bacteria recibe los
nutrientes presentes en la superficie de las raices de las plantas que induce la elaboracién de
metabolitos secundarios con capacidad de suprimir el crecimiento de hongos, oomicetos y
bacterias fitopatdgenas (Torres,2001). En general la actividad biocontroladora la ejerce
mediante la produccion de lipopéptidos ciclicos antibioticos (CLPS) entre los cuales se
destacan el surfactin y el Iturin A ;sustancias que han demostrado amplio espectro de accion
sobre patogenos de plantas, en los que se encuentran especies de Fusarium, Pythium,

Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia, Septoria y Verticillium (Raghavendra,2005).

La caracteristica biocontroladora, es efecto de diversos mecanismos, entre ellos la
antibiosis que ejerce B.subtilis con la produccion de péptidos, lipopéptidos y fosfolipidos que
se utilizan como agentes terapéuticos contra bacterias patdgenas y hongos (Compant, 2005).
Estos compuestos tienen origen peptidico y pueden ser sintetizados o no en el ribosoma.

Entre las sustancias que no son sintetizados en el ribosoma se destacan los lipopéptidos como
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el surfactina, lturina, y fengycina. El ribosoma realiza la sintesis durante el crecimiento
activo de las bacterias, a diferencia de los que no son sintetizados por el ribosoma que se
producen después del crecimiento bacteriano (Compant, 2005). Sin embargo, este
microorganismo posee otro tipo de caracteristicas que probablemente determinan su eficacia
relacionada con el amplio espectro de accion y la resistencia a la hidrdlisis por peptidasas y
proteasas, de igual forma presenta resistencia a altas temperaturas y a una amplia gama de
pH (Chavez,2007). Todos los genes involucrados en la sintesis de antibioticos de B. subtilis
ascienden a 350 kb. Es importante resaltar que un promedio entre 4-5% del genoma de este

microorganismo se encarga de la produccién de antibidticos.

La actividad antimicrobiana de los lipopéptidos se da por la interaccion con la
membrana de las células diana, en la cual se modifica la permeabilidad y la composicién de
los lipidos de la membrana con la formacion de pequefias vesiculas y la agregaciéon de
particulas intra membranosas, de esta forma inhiben el crecimiento del micelio y el
desarrollo de los hongos (Romero, 2007). Las variaciones en la longitud y ramificacion de
las cadenas de é&cidos grasos, asi como las sustituciones de aminoacidos permiten la
diferenciacién de los lipopéptidos identificados hasta ahora en el género Bacillus los cuales

se dividen en tres grupos surfactina, iturina y fengycina.

La familia de surfactina son heptapeptidos que tienen un acido graso p-hidroxilo con
una cadena de atomos de carbono de 13 a 16. Son poderosos surfactantes con excepcionales
propiedades emulsificantes y espumantes usados en bioremedacion y biotecnologia (Jacques,
2011) no son fungitoxinas por ellas mismas pero muestran actividad anti fungica en
sinergismo con iturina A (Maget-Danal992). La familia de las Iturinas principalmente iturina
Ay C, bacillomidina D, F, L Y LC y micosubtilina que al igual que las surfactinas son
heptapeptidos con un &cido graso B-amino de 14 a 17 carbonos de largo que poseen actividad
anti fangica e inhibitoria de crecimiento de un amplio rango de patégenos de plantas
(Romero 2007) y la familia de las fengicidas principalmente fengicina A y B son
decapeptidos con un anillo interno de lactosa en la fraccion peptidica y un acido graso [-

hidroxilo de 14 a 18 carbonos de largo que pueden ser saturados o insaturados. Las
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fengecidas son menos conocidas que las iturinas y las surfactinas, pero mantienen una
actividad fungitoxica muy fuerte especialmente contra los hongos filamentosos
(Vanittanakom, 1986; Romero, 2007).

Grafico No.2 Estructura representativa de lipopéptidos de las familias (a) surfactina (b)
iturina y (c) fengicina

(a) .. ) (b) (c)

(Peypoux ¢7 a/. 1999; Bonmatin ¢ a/. 2003; Dufour ¢7 a/. 2005).
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5. Materiales y métodos

5.1. Localizacién del estudio

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de biotecnologia agricola y de alimentos de
la Universidad San Francisco de Quito ubicada en la provincia de Pichincha, cantdén Quito,

bajo condiciones controladas propias del laboratorio.
5.2. Material bioldgico: cepa de B. subtilis

El material genético que se utilizd, consiste en la cepa (BS001) de la bacteria B.
subtilis que se obtuvo del banco de cepas del laboratorio de Biotecnologia Agricola y de

Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito.

5.3. Reconocimiento de la bacteria

Mediante un proceso conocido como Tincion de Gram (Brock, 1996), que bajo la
presencia de cristal violeta y lugol, colorantes que penetran en las paredes de las células
bacterianas tifiéndolas de un color azul-violeta si corresponden a organismos Gram positivos,

se pudo identificar la bacteria B. subtilis.

5.4. Disefio estadistico

La evaluacién de los medios de cultivo liquidos sobre la concentracion final de UFC
(unidades formadoras de colonia) se evalué mediante un disefio estadistico completamente al
azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones dando un total de 12 unidades

experimentales.
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La variable de respuesta fue el nimero de UFC/ml de medio de cultivo liquido,
observadas por el método de diluciones consecutivas estandarizadas, los resultados fueron
analizados estadisticamente a través de ANOVA y como existié una p <0.05 se procedio con
un analisis de datos utilizando una prueba de diferencia significativa de Tuckey para

observar si existe una diferencia estadistica entre los tratamientos.

5.5. Inéculo inicial

Posterior al reconocimiento de la bacteria, se programo una multiplicacién seriada de
la bacteria, esto con el objetivo de contar con el material biologico suficiente para el inoculo
a los tratamientos por lo que se procedié a la adicion de 10 pL de bacteria en estado puro en
6 tubos con 5 ml con medio T3 liquido (Anexo 1), los mismos que pasaron por fermentacion
a 37 grados centigrados y a 121 rpm por un periodo de 48 horas con revisiones periddicas
entre 24 y 48 horas, en esta fase se pudo apreciar la formacion de estructuras estriadas color
blanquecinas correspondiente a las colonias de la bacteria .Posteriormente se extrajo de estos
tubos 10 uL y se adiciono en 9 tubos con 5 ml de medio T3 liquido, estos a su vez pasaron a
fermentacion por 48 horas a 37 grados centigrados y 121 rpm. Hasta que se pudo visualizar

la misma estructura blanquecina anteriormente detallada.

5.6. Preparacion de Medios

5.6.1. Medio de cultivo a base de Leche azucarada

Este medio consta de 350 mL (70%) de leche azucarada, (anexo 1), y 150 mL (30%)
de caldo base (anexo 1), luego de combinarlos en recipientes de 100 mL de capacidad se
coloca en autoclave a 121 grados centigrados y 1 atm, durante 60 minutos, y posteriormente

se deja enfriar dentro de la cAmara se seguridad durante 30 minutos.
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5.6.2. Medio de cultivo a base del subproducto agroindustrial LACTOSUERO

Este medio consta de 350 mL (70%) de lacto suero, subproducto agroindustrial
proveniente de la elaboracién de quesos, y 150 mL (30%) de caldo base (anexo 1), luego de
combinarlos en recipientes de 100 mL de capacidad se coloca en autoclave a 121 grados
centigrados, 1 atm, durante 60 minutos, y posteriormente se deja enfriar dentro de la camara

se seguridad durante 30 minutos.

5.6.3. Medio de cultivo a base de bebida de soya fortificada

Este medio consta de 500 mL (100%) de bebida de soya fortificada (anexo 1),
dosificado en recipientes de 100 mL de capacidad posteriormente se coloca en autoclave a
121 grados centigrados, 1 atm, durante 60 minutos y posteriormente se deja enfriar dentro de

la camara se seguridad durante 30 minutos.

5.6.4. Medio de cultivo liquido a base de levadura activada

Este medio costa de 175 g de levadura comercial previamente activada con 40 g de
azucar en 300 mL (60%) de agua tibia (30 °C a 35 °C) durante 20 minutos, posteriormente
esté preparado se combina con 150 mL (30%) de caldo base (anexo 1), y se le afiade 50 mL
(10%) de miel de cafia, se traslada al autoclave a 121 grados centigrados, 1 atm, durante 60

minutos, y posterior se deja enfriar en la camara de seguridad durante 30 minutos.



27

5.7. Incubacion y condiciones de fermentacion

Después de que los medios de cultivo liquidos se hayan enfriado a temperatura
ambiente en la cAmara de seguridad se afiadié de 10 pL proveniente de los tubos con el
inoculo inicial de B. subtilis a cada uno de los medios liquidos de forma aleatoria. Posterior
las 12 unidades experimentales pasan a proceso de fermentacion de 12 dias bajo un maquina
fermentadora-agitadora (Marca: Labline de Orbit). Temperatura de 37 grados centigrados y
121 revoluciones por minuto para asegurar movimiento del medio de cultivo y presencia de

oxigeno.

5.8. Método de extraccion y conteo bacteriano

El método de conteo es permitir el crecimiento de una sola célula en la superficie de
un medio de cultivo sélido apropiado, se postula que cada colonia proviene de una sola
célula y teniendo en cuenta el volumen del inoculo empleado y la suspension- dilucion

sembrada se calcula en namero de UFC (Froni, 2011).

Para lo cual se tomd 1 mL de cada medio de cultivo y se trasladé a un tubo de ensayo
previamente preparado con 9 mL de agua esterilizada, este a su vez pasa por una centrifuga
durante 10 segundos para homogenizar la mezcla. Después procedemos a tomar 1 mL de este
tubo y pasarlo a otro que contenga 9 mL de agua esterilizada y volvemos a repetir este
proceso hasta 12 veces consecutivas, finalmente se procede a la siembra de 0.1 mL de los
tubos correspondientes a la diluciones en una en cajas Petri con medio sélido T3 (anexo 1)
para que posteriormente estos contenedores pasen por un proceso de incubacion durante 48
horas a 37 grados centigrados para posterior conteo de colonias seleccionando cajas que
presenten entre 30 y 300 UFC segun lo estipula la norma INEN 1205:2013



28

6. Resultados

La obtencion de datos se dividio en tres fases, la fase uno se encuentran los datos de
los medios de cultivo desde el momento del inoculo hasta el dia tres (primeras 72 horas), la
fase dos consta a su vez de los datos del dia 8 (192 horas), y por ultimo la fase tres que
recoge datos desde el dia 8 hasta el dia 12 (288 horas). La concentracion final de UFC/ml de

medio de cultivo liquido de cada fase fue la variable analizada en este experimento.

Grafico No.3 Fotografias de concentracion final (fase tres) de UFC/ml de cada uno de

los tratamientos.

Qe _

fedio de caltivo llinido's [Medio de cultivo liquido Medio de cultivo liquido a base Medio de cultivo liquido a
base de leche azucarada a base de lactosuero de bebida fortificada de soya base de levadura activada

En el (grafico 3), se puede apreciar las fotografias de UFC de B. subtilis en un medio
de cultivo sélido, en donde se pueden comparar cada tratamiento. Se puede evidenciar
visualmente que existe una gran variacion entre tratamientos, todas las fotografias

corresponden a la fase tres del experimento.
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Tabla No.1 Tabla de resultados generales de las concentraciones de UFC en cada fase del
crecimiento microbiano, cada tratamiento con tres repeticiones, la media de las repeticiones y
lo valor de log 10 presente en el grafico 4.

TRATAMIETOS REPETICIONES | FASE 1 FASE 2 FASE 3
Leche azucarada lera 1.20x 10°7 2.70x 101° 1.90x 101°
2da 1.50x 10°7 2.30x 101° 2.40x 101°
3era 1.30x 10°7 3.00x 10%° 1.60x 101°
Media 1.33x 10°%7 2.67x 101° 1.97x 10*°
Log10 media 7.1249 10.4259 10.2937
Lactosuero lera 2.70x 10°° 1.00x 102 2.10x 101°
2da 3.40x 10°° 1.90x 10%? 2.40x 101°
3era 3.90x 1099 1.40x 1012 2.20x 1010
Media 3.33x 10%° 1.43x 10*? 2.23x 101°
Log10 media 9.5228 12.1563 10.3489
Bebida fortificada de soya | lera 3.50x 10°° 2.20x 102 3.04x 1012
2da 3.40x 10%° 2.00x 1012 2.08x 102
3era 4.10x 10%° 1.90x 102 3.00x 1012
Media 3.67x 10%° 2.03x 1012 3.07x 102
Logl0 media 9.5642 12.3082 12.4866
Levadura activada lera 6.90x 102 3.40x 10°3 0.00x 10%°
2da 5.90x 10°2 4.80x 10°3 4.40x 10°3
3era 3.10x 1092 3.90x 1093 4.40x 1003
Media 6.30x 10°2 4.03x 10°3 2.93x 10°3
Logl0 media 2.7993 3.6056 3.4673

En la (tabla 1) se puede visualizar las tendencias de crecimiento de la bacteria B.

subtillis en los diversos tratamientos, se puede también distinguir que el tratamiento a base

de lactosuero y leche azucarada presentan valores finales de concentracion de UFC/ml de

medio de cultivo liqguido muy semejantes, mientras que en el tratamiento a base de levadura

activada si bien es cierto sigue la misma tendencia de los otros tratamientos en

concentraciones mucho mas bajas.
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Grafico No.4 Grafico de curvas de crecimiento de B. subtilis en cuatro medios de cultivo
liquidos frente a la fase del crecimiento microbiano
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En la (gréafico 4) se puede observar las curvas de crecimiento de la bacteria B. subtilis

entre las tres fases anteriormente detalladas y el valor del logaritmo en base de 10 de las

concentraciones de UFC/ml de medio de cultivo liquido en cada uno de los medios de cultivo

liquidos.

Como se muestra en la grafica anterior los cuatro tratamientos presentaron una

tendencia muy similar en el crecimiento. Pasaron por un crecimiento acelerado en los

primeros dias, para posteriormente tener un crecimiento mas controlado y esta etapa alcanzar

su maxima concentracién de UFC durante el periodo de estudio. Por Gltimo en la fase tres se

puede evidenciar como el medio liquido de cultivo a base de lactosuero cae estrepitosamente
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en la concentracion, mientras que los tres medios liquidos de cultivo restantes tienden a

estabilizarse.

Gréfico No.5 Gréfico de anélisis de LOG10 de medias de la variable en fase tres y

test de Tuckey para alfa de 0.05% concentracion final UFC/mL de medio de cultivo liquido.

LOG 10 de concentracion UFC/mL
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10
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6 c M LOG 10 de UFC/ml
4
0 T T T
Bebida de Lactosuero Leche Levadura
soya azucarada Activada

En el (grafico 5) se puede identificar el valor de Log10 de las medias de concentracion
final de cada tratamiento y el andlisis de separacion de medias de Tuckey (anexo 3) en la fase
tres. Y se observa una diferencia muy notoria respecto a la media del tratamiento a base de
bebida de soya fortificada, los tratamientos a base de lactosuero y de leche azucarada tienen
similitudes en concentracion final, mientras que el tratamiento a base de levadura activada
presenta los valores muy por debajo de los otros tratamientos.
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Tabla No.2 Tabla de precios en dolares americanos de cada tratamiento en fase 3 y

proyeccion del costo de los tratamientos a una concentracion de 1x 102 (concentracion

comercial)

PRECIO
PRECIO CALDO CONCENTRACION PRECIO PROYECCION DE
MEDIO BASE FINAL TRATAMIENTO PRECIO A 1x 10°
Tratamiento Precio/litro | Precio/litro UFC/ml Precio/litro Precio / litro
Leche azucarada 2.19 0.12 2.67x 101° 1.57 $0.16
Lactosuero 0.07 0.12 2.20x 10*° 0.08 $0.1
Soya fortificada 5.05 0 3.07x 10*? 5.05 $0.1
Levadura activada 4.2 0.12 2.93x 10%3 2.56 Inviable

En la (tabla 4) se puede observar el andlisis general de los precios de los medios de
cultivo liquido, detallados por precio del medio y el precio del caldo base utilizado en su
composicién (anexo 3), ademas se puede identificar que el precio por litro de cada tratamiento
en sus concentraciones finales, también la tabla consta de una proyeccion de precios ajustados a
una misma concentracion de 1x 10° , ya que es la concentracién del producto comercial que se
tomo de referencia, siendo el medio de cultivo liquido a base de bebida de soya fortificada y el
tratamiento a base de lactosuero los tratamientos de mas bajo costo a esa concentracion de
UFC/mL de medio liquido de cultivo y teniendo un valor de 0.01 centavos de délar por litro de
producto, tomando en cuenta que ese valor solo representa los costos variables de produccion,
este analisis no tomo en cuenta costos fijos como luz eléctrica, mano de obra, depreciacion de
maquinaria, empaque ni canales de distribucion, Por lo que solo se presenta el valor del
producto comercial como una referencia del precio de venta al publico de este producto es de

$9.00 dolares.
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7. Discusion

En este estudio se tomo en cuenta cuatro tipos de medios, cada uno de ellos con
diferente procedencia por lo que analizaremos cada uno de sus componentes. La bebida de
soya fortificada es un producto de origen vegetal que posee varios procesos industriales,
proveniente de una planta de soya (Glycine max) consta de los siguientes ingredientes: agua,
semillas de soja, azUcar principalmente (Yu, 2008).El siguiente medio es lactosuero que es
un subproducto liquido obtenido después de la precipitacion de la caseina durante la
elaboracion del queso, entre sus contenidos se encuentran principalmente lactosa, proteinas
de importante valor nutritivo, minerales, vitaminas y grasa (Scott,1991). La composicion y
tipo de lactosuero varia considerablemente dependiendo del tipo de leche, tipo de queso
elaborado y el proceso de tecnologia empleado. La lactosa es el principal componente
nutritivo (4.5 % p-v), proteina (8% p/v), y lipidos (5%). El tercer medio es leche azucarada,
este es una bebida a base de leche de soya en polvo, agua, azucar. Y por Gltimo el cuarto

medio preparado a base de levadura activada y azlcar de cafia como fuente de energia.

Por lo que se puede evidenciar anteriormente cada medio proviene de un origen
diferente, origenes animales como el lactosuero y la leche, origenes vegételes como la bebida
de fortificada de soya y microrganismos en el caso de la levadura. Es por esta diferencia

principalmente que el andlisis estadistico refleja coeficientes de variacion muy altos.

Si bien es cierto se muestra una clara tendencia entre cada tratamiento para el conteo
bacteriano, la tendencia de cada tratamiento guarda muchas similitudes en cuanto a
direccién de produccion. La bacteria B. subtilis después del inoculo en cada tratamiento pasa
por un proceso de crecimiento exponencial (Brock y ottos, 2002). La bacteria crece a una
velocidad alta hasta llegar al punto mas alto en produccién, en esta fase el tratamiento a base
de lactosuero y bebida fortificada de soya presentan una corriente de rapido crecimiento, el
tratamiento a base de leche azucarada sigue la misma corriente pero en menos concentracion
mientas que el tratamiento a base de levadura denota una misma corriente de crecimiento

pero en concentraciones muy bajas.
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Después de la fase exponencial prosigue la fase estacionaria, que se define como la
fase donde la bateria después de haber pasado por su pico mas alto de multiplicacion, se
detiene manteniéndose uniforme en produccion hasta llegar a la muerte (Brock y otros,
2002). En esta fase también hay diferencia entre los tratamientos y es que el tratamiento a
base de bebida de soya fortificada sigue una tendencia estable, a menor escala que la fase
exponencial, es decir en este tratamiento todavia se puede evidenciar multiplicacion por parte
de B. subtilis (Frioni, 2011). En los tratamientos a base de leche azucarada se estabiliza, con
un ligero decrecimiento de produccion, en el tratamiento a base de lactosuero se demuestra
un decrecimiento importante en la concentracion final de UFC/ml de medio liquido de
cultivo, y por altimo el tratamiento a base de levadura que comienza a decrecer pero en la

misma proporcion en la que crecié en la fase uno.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, el tratamiento con mayor
concentracion de UFC de la bacteria B. subtilis es el tratamiento formulado a base de bebida
de soya fortificada, llegando a una concentracion final de 3.07x 10*2UFC/ml de medio
liguido de cultivo, con una apariencia uniforme, sin encontrarse sedimentos, ni olores
desagradales en el medio, esto debido a que el medio posee una alta cantidad de proteina y

carbohidratos necesarios para la multiplicacion bacteriana (Reis 2004).

El segundo mejor tratamiento esta el medio a base de lactosuero, llegando a una
concentracion final de 2.23x 101°UFC/ ml de medio liquido de cultivo, pasando por un pico
de 1.43x 102UFC/ ml de medio liquido de cultivo en la fase dos, este medio de cultivo
liquido presenta una apariencia muy uniforme, no presenta sedimentos ni olores
desagradables, si bien es cierto la concentracion final de UFC/ml de medio liquido de cultivo
no es llamativa el pico de produccion en la fase dos llama la atencion, es decir este
tratamiento posee alta calidad de componentes para un buen arranque en produccion bebido a
que el medio presenta nutrientes como lactosa que funciona como fuente de carbono, sales
minerales, vitaminas solubles, proteina soluble y algo de grasa (Yanez,2012), pero necesita la
adicion de vitaminas y minerales presentes en los medio de cultivo a base de soya, para que

pueda presentar crecimiento estable en la fase dos.
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El tercer mejor medio liquido de cultivo es el tratamiento a base de leche azucarada,
llegando a 1.97x 10°UFC/ml de medio de cultivo liquido en concentracion final,
presentando un pico de produccion en fase dos de 2.67x 101°UFC/ml de medio de cultivo
liquido. Con un color mas claro que en la fase uno y una apariencia con presencia de

sedimentos.

Por ultimo el medio de cultivo liquido a base de levadura activada, que presentd una
concentracion final de2.93x 103UFC/ml de medio de cultivo liquido. Consta de una
apariencia no uniforme, con sedientos notorios, tonalidades amarillentas y presencia de
olores desagradables, contrario a lo que Hernandez (2003) menciona en su estudio, en el cual
presenta la levadura como un medio idoneo para la produccion masiva de bacterias del

genero Bacillus.

Si bien es cierto el mejor tratamiento fue el de la bebida de soya fortificada al marcar
la mayor concentracion final de UFC/mL de medio de cultivo liquido y la mejor tendencia en
crecimiento pero no la mas éptima la produccion comercial ya que sus componentes al ser
importados se someten a varios procesos para poder llegar al pais lo que puede llevar a un
desabastecimiento de materia prima, ademas depende también de salvaguardias, impuestos y

transporte lo que también eleva costos de produccion.

Por otro lado el lactosuero, es un subproducto de la industria lactea de fabricacion de
quesos. Ecuador posee una tradicién ganadera y una corriente de cambio de matriz
productiva se ha incentivado a pequefios ganaderos a formar asociaciones y poder ofrecer
productos como quesos Yy yogurt (Agso, 2012) lo que nos genera la oferta de este desecho
agroindustrial, actualmente no utilizada en ningan proceso productivo por lo que puede ser
considerado como un medio de bajo costo, si es que este medio pasa por un proceso de

enriquecimiento en vitaminas, minerales y fuentes de carbono.

En una comparacién econdémica (tabla 2) podemos observar que los precios de los
medios de cultivo liquidos varian de forma considerable, dependiendo de sus componentes,

es asi que el tratamiento a base de leche azucarada con un valor cercano a 1.56ddlares,
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mientas que el medio de cultivo liquido a base de lactosuero es de 0.08 centavos por litro, el

medio de cultivo liquido a base de bebida de soya fortificada llega a valor de 5.05 délares por

litro, y por ultimo el medio de cultivo a base de levadura cuesta 2.56 por litro, pero si

analizamos todos los tratamientos bajo un misma concentracién como producto final, sin

duda el medio méas econdmicamente Optimo para escalar la produccién de B. subtilis (tabla 2)

es el medio de cultivo a base de bebida fortificada de soya, méas aun si lo comparamos con el

producto comercial que tiene un valor de $9 dolares/ L, lo que nos indica que la utilizacion

de este medio de cultivo podria abaratar costos de produccién y elaborar productos

competitivos al mercado de biopeticidas.

8. Conclusiones

Segun el ANOVA correspondiente a la primera fase del estudio los tratamientos
presenta diferencias significativas entre si, sin embargo mediante la prueba de
significancia Tuckey, el tratamiento a base de bebida de soya fortificada y tratamiento
a base de lactosuero son los mejores en produccion.

Segun el ANOVA correspondiente a la segunda fase del estudio se repite la misma
tendencia de la primera fase de este experimento, es decir existe diferencia
significativa entre los tratamientos. Y los medios liquidos de cultivo a base de bebida
fortificada de soya y lactosuero siguen siendo los mas altos en concentracion de UFC/
mL de medio de cultivo liquido,

Segun el ANOVA en la tercera fase se mantienen las diferencias marcadas entre
tratamientos, sin embargo médiate el test de Tuckey, el tratamiento a base de bebida

fortificada muestra alta diferencia a los tres medios de cultivo restantes.
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e EIl mejor tratamiento para la multiplicacion comercial de la bacteria B. subtilis es la
bebida fortificada de soya, por la alta concentracion de UFC/mL finales, por la
tendencia de produccion constante y bajo costo.

e Se corroboro que el medio de cultivo liquido a base de lactosuero funciona para la
multiplicacion de la bacteria B. subtilis.

e El lactosuero como subproducto agro industrial de la elaboracion de quesos posee un
precio que es de 0.08 centavos por litro por lo que podria representar el tratamiento
Optimo para la produccion comercial de la bacteria B. subtilis, si es que sufre un

proceso de repotenciacion, adicionandole fuentes de carbono, vitaminas y minerales.

9. Recomendaciones

e Segun Compants (2005), la accién biocontroladora de B. subtilis se debe
principalmente a la produccion de metabolitos antibidtico por lo que un medio de
cultivo que contenga mayor concentracion de estos metabolitos antibiéticos, podria
tener mayor eficacia controlando hongos fitopatogenos. En futuros estudios se debe
complementar la valoracion de UFC con la valoracién de metabolitos antibidticos
como una concentracion final, y poder saber en qué etapa del crecimiento bacteriano
se acumulan estos metabolitos.

e Se puede inferir que la acumulacién de estos metabolitos antibiéticos en el medio de
cultivo liquido previene la descomposicion del sustrato actuando como conservante

natural.
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e Varios autores han descrito que los cationes de Mn, Fe, Mg, y Zn pueden incrementar
la produccion de células y metabolitos en diferentes cepas de B. subtilis, se podria
aumentar las concentraciones de Mg y Fe, y adicionar elementos como Mn y Zn
ausentes en la composicién del caldo base.

e Como el lacto suero es un desecho de la industria lactea, su composicion posee
minimas variaciones, es muy recomendable elaborar un protocolo de estandarizacion
de suero para recepcion y asi contar con materia prima estable en composicion.

e Analizar las diferentes concentraciones de lactosuero en el medio liquido de cultivo,
posibles variaciones en el medio podrian aumentar la multiplicacion de la bacteria B.

subtilis.
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11. Anexos

Anexo No.1 Formulas de medios utilizados

e Medio T3 LIQUIDO (1.0L)

e Caldo base (1,0L)

Ingredientes Cantidad
Tryptona 39
Triptosa 29

Extracto de levadura 159

Fosfato de sodio 6.99

Cloruro de magnesio 0.005 g
Agua destilada 10L
e Medio T3 Agar (1.0L)

Ingredientes Cantidad
Tryptona 30
Triptosa 29

Extracto de levadura 159
Fosfato de sodio 6.99
Cloruro de magnesio 0.005 g
Agar 159
Agua destilada 1.0L
Ingredientes Cantidad

Fosfato di potasico 19

Cloruro de potasio 0.59

Sulfato de magnesio 0.5¢

Sulfato de hierro 0.01g

Agua destilada 1.0L
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Medio de cultivo liquido a base de leche azucarada

Los componentes para la elaboracion del medio de cultivo liquido a base de leche
azucarada son: agua purificada, leche de soya en polvo azucarada, azucar, caseinato de

sodio, leche en polvo, aceite vegetal, sucroesteres, vitaminas B1,B6 y B12

Medio de cultivo liquido bebida fortificada de soya

Los componentes para la elaboracion del medio de cultivo liquido a base de
bebida de soya fortificada son: agua, semillas de soya, azucar, sal, acesulfato K vy

sucralosa, vitaminas Ay D.



Anexo No.2

e Foto de los medios de cultivos liquidos

e Foto de medios solidos con presencia de B.subtilisy hongos fitopatogenos.

edio de cultivo con B. subtilis y Botrytis
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Anexo No.3

Tabla Nol1 Analisis de varianza en la fase uno

FASE UNO
TRATAMIENTO REPLICA1 | REPLICA 2 REPLICA 3 SUMAT MEDIA
Bebida de soya 3.05x 10°° | 3.40x 10°° | 4.10x 10°° | 1.10x 10%° | 3.67x 10°°
Lactosuero 2.70x 10°° | 3.40x 10°° | 3.90x 10°° | 1.00x 10'° | 3.33x 10%°
Leche azucarada | 1.20x 10°7 | 1.50x 10°7 | 1.30x 10°7 | 4.00x 10°7 | 1.33x 107
Levadura 6.90x 10°2 | 590x 10°2 | 6.10x 10°2 | 1.89x 10°% | 6.30x 10°2
2.10x 10%° | 1.20x 10°°
FV GL SC CM FCAL F TAB cv
TRATAMI 3| 3.68x 10 1.23x 101° | 96.78129 3.31 | 30.44801
ERROR 8| 1.01x 108 1.27x 107
TOTAL 11 | 3.78x 10%°

Tabla No2 Analisis de prueba de significancia de Tuckey al 5% en fase uno

SY 2.05x 108
Q 4.53
T 9.31x 108

Bebida de soya Lactouero Leche azucarada | Tratamientol | A
Levadura activa 3.37x 10°° | 3.33x 10%° 1.33x 10°7 | Tratamiento2 | A
Leche azucarada 3.65x 10%? | 3.32x 10%° Tratamiento3 | B
Lactosuero 3.33x 1098 Tratamiento4 | C
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Tabla No3 Analisis de varianza en la fase dos

FASE DOS

TRATAMIENTO 1 2 3 | SUMAT MEDIA

Bebida de soya 2.20x 10%2 | 2.00x 102 | 1.90x 102 | 6.10x 10'? | 2.03x 10'2

Lactosuero 1.00x 102 | 1.90x 102 | 1.40x 102 | 4.3x 102 | 1.43x 102

Leche azucarada | 2.70x 10%° | 2.30x 10%° | 3.00x 10 | 8.00x 10%° | 2.67x 10%°

Levadura 3.40x 10°% | 4.80x 10°° | 3.90x 10°3 | 1.21x 10°% | 4.03x 10°3
1.05x 103 | 3.49x 10'?

FV GL SC CM FCAL F TAB cv

TRATAMI 3| 9.42x 10%* 3.14x 10%* | 55.38679 3.31 | 40.88715

ERROR 8 | 4.53x10%3 5.67x 10%?

TOTAL 11 | 9.87x 10%*

e Tabla No4 Analisis de prueba de significancia de Tuckey al 5% en fase dos

SY 1.37x 10!
Q 4.53
T 6.23x 1011
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Bebida de soya

Lactouero

Leche azucarada

Tratamiento 1

Levadura activada

2.03x 1012

1.43x 102

2.67x 101°

Tratamiento 2

Leche azucarada

2.0033x 102

1.4033% 10'2

Tratamiento 3

Lactosuero

6.00x 1011

Tratamiento 4

O |m|> >




Tabla No5 Analisis de varianza en la fase tres

FASE TRES
TRATAMIENTO 1 2 3 | SUMAT MEDIA
Bebida de soya 3.40x 102 | 2.80x 102 | 3.00x 10%? | 9.20x 102 | 3.07x 102
Lactosuero 2.40x 10%9 | 2.20x 10°° | 2.23x 10°° | 6.83x 102 | 2.28x 10°°
Leche azucarada | 1.90x 10%° | 2.40x 10%° | 1.60x 10 | 5.90x 10%° | 1.97x 10%°
Levadura 0.00x 10°° | 4.40%x 10°% | 2.93x 10°% | 7.33x 10°% | 2.44x 10°3
9.27x 10'? | 3.09x 10'?
FV GL SC CM FCAL F TAB cv
TRATAMI 3| 211x10%5 | 7.02x 10%* | 300.8027 3.31 | 29.67663
ERROR 8| 1.87x10%3 | 2.33x 10?2
TOTAL 11 | 2.12x 10?5

e Tabla No6 Analisis de prueba de significancia de Tuckey al 5% en fase tres

Sy 8.82x 101°
Q 4,53
T 4.00x 101t

Bebida de soya | Lactouero Leche azucarada | Tratamientol | A
Levadura activada 3.07x 10*2 1.23x 101° 1.97x 10° Tratamiento2 | B
Leche azucarada 3.0503% 1012 2.60x 109 Tratamiento3 | B
Lactosuero 3.0477x 102 Tratamiento4 | C
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e Tabla No7 Tabla de precios de caldo base

Tabla de precios de
caldo base
Precio
Formula Nombre del compuesto Precio Cantidad Requerimiento | /LITRO
K2HPO4 DI-POTASIO HIDROGENO FOSFATO 65.89 1000g 1g 0.07
KCL POTASIO CLORURO ACS 54.22 1000g 0.5g 0.03
MAGNESIO SULFATO
MgS04 HEPTAHIDRATADO 29.39 500g 0.5g 0.03
HIERRO Il SULFATO
FeSO4 HEPTAHIDRATADO 43.16 500 g 0.01g 0.00
TOTAL: 0.12




