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III. RESUMEN 

El fósforo (P) es el segundo nutriente limitante para el crecimiento vegetal luego del nitrógeno, 
siendo esencial para la producción agropecuaria. Los suelos del Uruguay presentan niveles de P 
disponible insuficientes para la mayoría de los cultivos y la estrategia histórica para levantar esta 
limitante ha sido el agregado de fertilizante fosfatado, insumo importado con fuerte impacto en 
los costos de producción. A nivel mundial, estos fertilizantes son elaborados a partir de roca 
fosfórica, un recurso finito y no renovable. Asimismo, esta forma de suministro de P resulta 
ineficiente, dado que sólo una parte del mismo es asimilado por las plantas, mientras que el 
resto es fijado por el suelo en formas inorgánicas y orgánicas. Si bien el P se caracteriza por 
predominar en el suelo bajo formas insolubles y ser inmóvil, el proceso de erosión genera un 
enriquecimiento del P insoluble en los cursos y depósitos de agua, favoreciendo la eutrofización 
de los mismos. Debido a que los microorganismos del suelo actúan en el ciclo biogeoquímico del 
P, mediando la fitodisponibilidad de este nutriente, el desarrollo de biofertilizantes de base 
microbiana representa una alternativa tecnológica para aumentar los niveles de P disponible, 
mejorar la nutrición fosfatada en los sistemas de producción y reducir el impacto ambiental 
negativo asociado al uso de fertilizantes. Este proyecto realizó la prospección e identificación de 
bacterias solubilizadoras y/o mineralizadoras de diferentes fuentes de P, establecidas en la 
rizósfera de la planta de soja y/o de vida libre, priorizando la selección de aislamientos capaces 
de producir estructuras de resistencia, en particular Bacillus sensu lato. Las cepas fueron 
evaluadas y seleccionadas por su capacidad de solubilizar/mineralizar fósforo 
inorgánico/orgánico in vitro. Las cepas ILBB592 (Bacillus megaterium) y ILBB139 (Bacillus 
thuringiensis) fueron estudiadas por su capacidad industrial. Se ajustó el proceso de producción 
de esporas mediante la optimización del medio de cultivo, escalado en fermentador (escala de 
laboratorio), y establecimiento de las condiciones óptimas de crecimiento. Por último, se 
estudió su factibilidad para ser empleadas en la elaboración de formulaciones piloto de 
inoculantes microbianos. 
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IV. PREFACIO 

El presente trabajo se encuentra dividido en una Introducción General, dos Capítulos y 

Conclusiones y Perspectivas. En la Introducción General, se realiza la revisión bibliográfica 

referente a la movilización biológica del fósforo del suelo, con énfasis en la potencialidad de los 

miembros pertenecientes al grupo Bacillus sensu lato (s.l.) para el desarrollo de un 

biofertilizante. 

En los Capítulos uno y dos, se desarrollan los objetivos planteados en el proyecto de tesis de 

Maestría en Biotecnología: 

A. Generar una colección de bacterias formadoras de estructuras de resistencia (Bacillus 
s.l.) establecidas en la rizósfera de plantas de soja y/o de vida libre, capaces de 
mineralizar y/o solubilizar P inmovilizado en el suelo. 

B. Caracterizar in vitro la colección bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o 

mineralizar fósforo inorgánico y/o orgánico e identificar aislamientos que presenten 

dichas características. 

C. Optimizar el proceso de producción de la cepa seleccionada en fermentador (escala de 
laboratorio). 

D. Elaborar formulaciones piloto de la cepa producida, y evaluar la viabilidad de la espora 
en el tiempo.  

Cada uno de estos capítulos, cuenta con las secciones: Introducción específica, Materiales y 
Métodos, Resultados y Discusión, y Conclusiones.  

En el apartado Conclusiones y Perspectivas, se realiza una evaluación general del trabajo y se 

proyectan futuras directrices. 
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V. INTRODUCCIÓN GENERAL 

1. El fósforo en el suelo 

1.1. Fracciones del fósforo en el suelo  

El fósforo (P) se clasifica como el segundo macronutriente limitante del crecimiento vegetal 

luego del nitrógeno. El contenido total de P en los suelos de Uruguay es bajo en campo natural 

sin fertilización fosfatada previa. Este se encuentra entre 130 – 890 ppm, variación atribuible al 

material que le da origen al suelo, así como las distintas condiciones de meteorización. Los 

suelos formados a partir de roca basáltica se asocian con los mayores contenidos de P total, en 

cambio aquellos derivados de la alteración de la roca ácida de basamento cristalino muestran 

menores niveles de P total (Hernández et al., 1995). 

Es de destacar la falta de correlación del P total del suelo con las formas más directamente 

vinculadas a la absorción por las plantas. Esto es atribuible a la reactividad diferencial que 

presentan los distintos reservorios en que se encuentra el P en el suelo. En la Figura 1, se 

esquemática las diferentes formas bajo las cuales se encuentra el P en los suelos, sus relaciones, 

y las entradas y salidas del sistema agua-suelo-planta. 

 

Figura 1. Esquema de reservorios de P en el suelo: sus interrelaciones; entradas y salidas al sistema agua-suelo-planta 

(Laren et al., 1990). 

Simplificando el sistema de estudio es posible identificar tres reservorios de P en el suelo: el P 

presente en solución, y en fase sólida (compuestos inorgánicos y orgánicos). Existe una gran 

heterogeneidad de compuestos fosfatados que constituyen los reservorios de P inorgánico y 

orgánico, con estabilidades químicas muy dispares que no han sido exhaustivamente definidas. 

La fracción de P disponible para la absorción por las plantas corresponde al P en solución, el cual 
se encuentra como iones ortofosfato: HPO4

-2 o H2PO4
- en función del pH de la misma (Richardson 

et al., 2011). Por lo general el ión H2PO4
- es la especie química de más rápida absorción por las 

plantas. El contenido de P en esta fracción se encuentra entre 3 y 5 ppm, mientras que la mayoría 
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de las especies de cultivos y pasturas sembradas requieren niveles superiores a las 10 ppm 
(Tisdale et al., 1993). 

Los fosfatos de la fase sólida del suelo pueden ser divididos, tal como ya fue mencionado, en dos 
grandes categorías: inorgánico y orgánico. El P orgánico tiende a aumentar y disminuir junto con 
el contenido de materia orgánica; por lo tanto, su contenido es comparativamente bajo en el 
subsuelo y alto en el horizonte superficial. El P inorgánico del suelo va aumentando 
relativamente de importancia con relación al total del P en el suelo en la medida que un suelo 
es cultivado y existe el agregado de fertilizantes fosfatados. Sin embargo, este aumento no 
significa que todo el P agregado quedará altamente disponible siempre, sino que a medida que 
transcurre el tiempo el P del fertilizante va reaccionando con constituyentes del suelo y 
formando compuestos insolubles, de manera que su disponibilidad se va reduciendo. 

En la fracción inorgánica del suelo el P se encuentra formando parte de compuestos muy 
diversos, que podrían agruparse genéricamente bajo forma de fosfatos de hierro (Fe), aluminio 
(Al) y calcio (Ca). Los minerales más comúnmente encontrados en los suelos ácidos son los 
fosfatos de Fe y Al, en tanto que los fosfatos de Ca predominan en suelos neutros y calcáreos. 
La proporción promedio de las distintas fracciones de fósforo inorgánico reportadas para suelos 
del Uruguay es Fe-P, Al-P, Ca-P, 46:35:19 (Hernández et al., 1995). 

Si bien la característica general de los constituyentes de la fracción de P inorgánico del suelo es 
su baja solubilidad, los mismos difieren en el valor de la constante de producto de solubilidad 
(Kps). A los minerales de Fe, Al y Ca se les asignan valores de Kps incrementales, respectivamente 
(Olsen et al., 1980). 

El contenido de P orgánico de los suelos representa aproximadamente el 50% del contenido 
total. En suelos del Uruguay provenientes de diferentes materiales de origen, bajo campo 
natural sin fertilizar, se encuentran en un rango de variación entre (33-67 %). Estos porcentajes 
están relacionados con los procesos de formación de los suelos del Uruguay, los cuales han dado 
lugar a suelos de pradera, con altos contenidos de materia orgánica en el horizonte de mayor 
desarrollo radicular (Hernández et al., 1995). 

Los componentes químicos que constituyen esta fracción son fundamentalmente ésteres del 
ácido ortofosfórico (H2PO4

-), y han sido identificados como inositol fosfatos (10-50 %), 
fosfolípidos (1-5 %), y ácidos nucleicos (0.2 – 2.5 %). Esta fracción es probablemente la más 
dinámica de las tres mencionadas, por estar sujeta a las alternancias de humedad y temperatura 
del suelo (Laren et al., 1990). 

Los inositol fosfatos representan una serie de ésteres fosfatados desde monofosfatos a 

hexafosfatos. El ácido fítico (inositol hexafosfato) tiene seis grupos ortofosfato y es el éster 

fosfatado más común en los suelos. La mayoría de los fosfatos de inositol son producto de la 

actividad microbiana y de la degradación de residuos de plantas. Forman complejos fuertes con 

las proteínas. También pueden formar sales insolubles con cationes del suelo. En estos 

complejos el inositol fosfato es más resistente al ataque enzimático, lo que explicaría su 

predominancia en los suelos comparado con otros ésteres fosfatados. A su vez, puede ser 

adsorbidos por los minerales arcillosos y óxidos de Fe y Al (Laren et al., 1990). 

Los ácidos nucleicos y los fosfolípidos son liberados durante la descomposición de residuos por 

los microorganismos del suelo en mayores cantidades que los inositol fosfatos, sin embargo 

estos no son acumulados en el suelo al ser compuestos muy lábiles. 

El remanente de los compuestos orgánicos de P de los suelos se piensa que pueden ser 

originados a partir de los microorganismos, especialmente de las paredes celulares de las 

bacterias, las cuales presentan en su constitución un número importante de ésteres de alta 

estabilidad química y biológica (Tisdale et al., 1993). 
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1.2. El fósforo como nutriente limitante de la producción vegetal en suelos del Uruguay 

El fósforo (P) es el segundo factor nutricional limitante de la producción vegetal luego del 

nitrógeno. Se clasifica como macronutriente, pese a que su contenido en las plantas es menor 

que el de nitrógeno, potasio y calcio (0.2% peso seco en planta (Schachtaman et al., 1998)). Sin 

embargo, como factor limitante de la producción vegetal, el P es más importante que el calcio, 

y el potasio. 

La soja (Glycine max L. Merr.) es uno de los cultivos más importantes en muchos países del 

mundo. En Uruguay, la soja es el principal cultivo de grano y el área de siembra ha ido 

aumentando exponencialmente en los últimos años, desde 15 mil hectáreas en el ciclo 

2002/2003 a 1,1 millón de hectáreas en el ciclo 2016/2017 (fuente: Encuesta agrícola “2017” 

DIEA-MGAP).  

Este cultivo se ha expandido aceleradamente a zonas no agrícolas, con suelos de baja fertilidad 

y condiciones ambientales menos favorables. Por lo que a los altos requerimientos nutricionales 

atribuibles para este cultivo (80 kg N/ha (Racca et al., 2005), y 10-16 ppm P Bray I (Moron et al., 

2005)), se le suma entonces la producción en condiciones agrícolas subóptimas dada su 

masificación en el territorio nacional. 

Para suplir la limitante de nitrógeno de este cultivo se encuentra ampliamente adoptada la 

inoculación con bradyrizobios (biofertilizantes) (Hungria et al., 2006; Ferraris et al., 2006), 

sobretodo en países como el nuestro que no produce fertilizantes nitrogenados (Montañes et 

al., 2004; Labandera et al., 2003). Desde la década del 70 se producen comercialmente 

inoculantes de calidad con cepas de bradyrizobios eficientes para soja y la inoculación de su 

semilla es una tecnología exitosa. El sector agropecuario ha obtenido significativos beneficios 

económicos, calculados en divisas ahorradas para el país, por la diferencia entre el costo de los 

inoculantes y el de los fertilizantes nitrogenados (Labandera et al., 2007).  

La amplia implementación de esta tecnología por el sector agropecuario sugiere recurrir la co-

inoculación con microorganismos que sean capaces de regular la fitodisponibilidad de P en el 

suelo, como estrategia alternativa a la fertilización fosfatada. 

1.3. Estrategia tradicional: Fertilización fosfatada y sus desventajas 

La estrategia tradicional para levantar la limitante de P en la producción agropecuaria ha sido el 

agregado de fertilizante fosfatado, siendo este un insumo no renovable totalmente importado, 

ejerciendo un fuerte impacto en el costo de la producción. Estimaciones recientes prevén que 

en dos décadas su disponibilidad para la fabricación de fertilizantes será limitada (Cordell et al., 

2009) y las reservas mundiales estarían agotadas en 50 años. 

Desde el punto de vista de las reacciones que ocurren en el suelo, los fertilizantes fosfatados 

pueden dividirse entre aquellos que contienen una alta y baja proporción de P soluble en agua. 

La fuente principal para la fabricación de ambos tipos de fertilizantes fosfatados es la roca 

fosfatada o fosforita. En términos generales se considera que los materiales con contenidos de 

P2O5 superiores al 30% son destinados a la elaboración de fertilizantes fosfatados tras 

tratamientos térmico y ácido para aumentar la solubilidad del P, en tanto que los materiales con 

contenidos de P2O5 inferiores al 30% son destinados a la molienda y uso directo al suelo, por 

presentar condiciones para una mayor reactividad. 

El superfosfato de calcio es de uso generalizado en nuestro país, y es obtenido mediante la 

reacción del ácido sulfúrico (H2SO4) sobre la roca fosfatada. El producto resultante es una mezcla 
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de fosfato monocálcico [Ca(H2PO4)2] y de yeso (CaSO4) y contiene 16 a 22% de P2O5, del cual 

aproximadamente el 90% es soluble en agua y se clasifica como asimilable.  

Los fertilizantes fosfatados con alta proporción de P soluble en agua son altamente asimilables 

inmediatamente luego de su aplicación, reduciéndose su disponibilidad con el tiempo. Por el 

contrario, los fertilizantes fosfatados con P insoluble en agua y soluble en ácidos débiles, 

necesitan reaccionar con el suelo para solubilizarse y suministrar P asimilable, y son, por lo tanto, 

de baja asimilabilidad inicial. Se estima que en el transcurso de un año, el 70% del P agregado se 

convierte a formas no utilizables por las plantas y, si bien parte de este P puede volver a 

solubilizarse, un 25% se pierde de manera irreversible (Tisdale et al., 1993). 

El tipo de cultivo afecta a la eficiencia relativa de las distintas fuentes de P a través de tres 

mecanismos: a) duración del cultivo; b) extensión del sistema radicular; y c) capacidad de 

absorción de P de una fuente particular. Estos mecanismos, deben ser contemplados al 

momento de trazar la estrategia para levantar la limitante nutricional. 

Cultivos tales como los cereales y los cultivos hortícolas, requieren una alta disponibilidad de P 

en solución en las primeras etapas del crecimiento. En cultivos de larga duración (como las 

pasturas) con requerimientos mejor distribuidos a lo largo de la vida del cultivo, las fosforitas 

molidas pueden ser una fuente alternativa de P siempre que los requerimientos de implantación 

sean cubiertos. Las plantas con sistema radicular poco desarrollado, o pivotantes, tales como 

muchos cultivos hortícolas, se ven favorecidos por la aplicación de fuentes solubles en agua en 

forma localizada, próxima a la zona de desarrollo radicular. Plantas que acumulan grandes 

cantidades de Ca, o especies que acidifican en mayor grado el volumen de suelo en contacto con 

las raíces, tendrán mayor capacidad de absorción de P a partir de fuentes tipo fosforita. Por el 

contrario, especies que no absorben mucho Ca produciéndose una acumulación en torno a la 

raíz, y que no acidifican el medio, harán un uso menos eficiente de este tipo de fertilizante. 

Tradicionalmente se ha citado a las leguminosas haciendo un mejor uso que las gramíneas del P 

a partir de las fosforitas, debido a su mayor absorción de Ca (Pérez et al., 2007). 

A las desventajas anteriormente mencionadas respecto a esta estrategia agronómica para suplir 

la nutrición vegetal en distintos cultivos, debe mencionarse también las complicaciones 

ambientales asignables a la misma.  

El P del suelo se caracteriza por predominar en formas insolubles y ser inmóvil, la erosión de los 

mismos genera un enriquecimiento del P insoluble en los cursos y depósitos de agua, 

favoreciendo así la eutrofización de estos.  
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2. Movilización biológica de fósforo en el suelo  

2.1. Estrategias microbianas de movilización 

Mecanismos microbianos directos y/o indirectos modulan la movilización (solubilización y/o 

mineralización) de fósforo del suelo, y pueden afectar su biodisponibilidad para las plantas. Los 

mismos se esquematizan en la Figura 2. 

 

Figura 2. Esquema de mecanismos microbianos de solubilización/mineralización e inmovilización del P del suelo 

modificado de Sharma et al., 2013. 

Los microorganismos mediante estos mecanismos pueden tomar parte en tres de los procesos 

fundamentales que afectan el ciclado del P en el suelo. Estos son: disolución-precipitación 

(equilibrio químico), adsorción-desorción con la superficie de las partículas del suelo (equilibrio 

fisicoquímico) y mineralización-inmovilización (conversión biológica de fósforo inorgánico-

orgánico). 

La solubilización microbiana de la fracción inorgánica de fósforo ocurre fundamentalmente por 

la secreción de ácidos orgánicos al medio. Esto permite: reducir el pH, quelar los cationes (Fe, 

Al, Ca) coordinados con las fuentes de insolubles de fósforo dejando a este disponible, competir 

con el fósforo por los sitios de adsorción de las partículas del suelo. 

La producción microbiana de ácidos orgánicos ocurre por la vía de la oxidación directa que tiene 

lugar en la cara externa de la membrana citoplasmática (Zaidi et al., 2009). La fermentación de 

fuentes de energía y carbono de la rizósfera, se reporta como el principal origen metabólico de 

estos compuestos (Atlas et al., 1997; Trolove et al., 2003). 

La acidificación inorgánica del medio es un mecanismo microbiano menos frecuente, mediante 

el cual algunos géneros bacterianos como Nitrosomonas y Thiobacillus solubilizan el fósforo del 

suelo por la producción de ácido clorhídrico, ácido sulfhídrico y ácido nítrico (Azam et al., 1996). 

La producción microbiana de ácido sulfhídrico es a su vez ventajosa para la solubilización de 

fósforo, dado que reacciona con el fosfato férrico para formar el sulfato ferroso 

concomitantemente con la liberación del ion ortofosfato (Swaby et al., 1958). 

Otro mecanismo alternativo para la acidificación inorgánica del medio es atribuible a la 

excreción de protones como consecuencia de la asimilación del amonio (Parks et al., 1990), 

siendo ésta una de las principales estrategias en que las plantas pueden tomar parte en la 
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solubilización de fósforo, conjuntamente con la liberación de ácidos orgánicos en sus exudados 

radiculares (Arcand et al., 2006). 

La inmovilización microbiana de fósforo disponible en el medio desplaza el equilibrio químico de 

disolución hacia una reposición del ión ortofosfato, fundamentalmente para los minerales de 

fósforo asociados a calcio, y en menor medida al aluminio y el hierro. Es de destacar, que la 

inmovilización microbiana es un proceso que favorece la disponibilidad del fósforo para la planta 

cuando ocurre la liberación del contenido celular en el ciclado de la biomasa microbiana 

(Butterly et al., 2009). 

En la mineralización de los compuestos orgánicos del suelo el fósforo puede ser liberado por la 

acción de tres grupos de enzimas: fosfatasas ó fosfohidrolasas (catalizan la desfosforilación de 

enlaces fosfoéster o fosfoanhídrido de la materia orgánica), fitasas que específicamente liberan 

iones ortofosfato a partir de la hidrólisis de los enlaces fosfoéster del ácido fítico, y fosfonatasas 

que hidrolizan el enlace C-P de organofosfonatos.  

Las enzimas fosfatasas y fitasas son las predominantes en el suelo (Behera et al., 2014). Es de 

resaltarse el creciente interés en el estudio de estos dos grupos enzimáticos para su 

implementación en distintas aplicaciones biotecnológicas (Rodríguez et al., 2006). 

En función del pH óptimo de actividad es posible subdividir estos grupos en fosfatasas ácidas y 

alcalinas. Sin bien ambos grupos pueden ser producidos por microorganismos en función de las 

condiciones extremas de cultivo, en el caso de las plantas fundamentalmente se reporta la 

secreción de fosfatasas ácidas en los exudados radiculares (Criquet et al., 2004), las cuales 

difieren considerablemente de las microbianas por una constante de afinidad significativa 

inferior por el fósforo orgánico (Tarafdar et al., 2004). 

Existen reportes de fitasas microbianas y vegetales. Las fitasas vegetales son la principal fuente 

de inositol y de ion ortofosfato que moviliza el fósforo de los reservorios de los tejidos vegetales, 

semillas, polen (Richardson et al., 1994). Sin bien hay reportes de excreción de fitasas vegetales, 

la habilidad de las plantas de obtener fósforo del fitato es limitada y debe ser compensada para 

el adecuado crecimiento y desarrollo vegetal (Richardson et al., 2011). 

2.2. Distribución de capacidad funcional de interés en la comunidad microbiana del suelo 

La movilización microbiana de fósforo insoluble del suelo ha sido reportada para bacterias, 

hongos, algas (cianobacterias) y micorrizas arbusculares (Sharma et al., 2013). Sin embargo, se 

ha reportado un mayor desempeño en la movilización de fósforo del suelo para las bacterias en 

relación con los hongos (Alam et al., 2002). La abundancia de bacterias y hongos movilizadoras 

de fósforo en el suelo difieren considerablemente, constituyendo entre (1-50 %) y (0.1-0.5 %), 

respectivamente de la población total (Chen et al., 2006).  

Si bien los microorganismos que presentan esta capacidad funcional tienen una distribución 

ubicua en el suelo, se ha reportado una mayor abundancia relativa de estos en la rizósfera de 

distintos cultivos en relación con los microorganismos no rizófericos (Raghu et al., 1966; Reyes 

et al., 2002). A su vez, esta estrategia de promover el crecimiento vegetal también es reportada 

en bacterias y hongos endofíticos de distintos cultivos (Matos et al., 2017; De Abreu et al., 2017; 

Suman et al., 2016; Hassan et al., 2017).  

Tanto las características fisicoquímicas del suelo, así como el historial del manejo agronómico 

del mismo, son de los principales factores que influye en la distribución y la actividad microbiana 

de este grupo funcional (Kim et al., 1998). La abundancia relativa de bacterias mineralizadoras 
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respecto a las solubilizadoras se ha reportado en mayor proporción en la rizósfera de pasturas 

en relación con cultivos de grano independiente del nivel y especiación química del fósforo 

disponible en el suelo (Jorquera et al., 2008). 

Los principales géneros bacterianos reportados como movilizadores de fósforo son: 

Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, 

Aereobacter, Azospirillum, Flavobacterium, Erwinia, entre otros (Behera et al., 2014). En el caso 

de cepas de hongos las pertenecientes al género Aspergillus y Penicillum, se las ha reportado 

como las más eficientes en la movilización de fósforo (Whitela et al., 2000). 

2.3. Bacillus, género bacteriano con potencial para el desarrollo de un biofertilizante 

Entre los miembros del grupo Bacillus sensu lato (s.l.) se incluyen géneros que no pertenecen 

más al género Bacillus sensu stricto, tales como: Virgibacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus, 

Alkalibacillus, Amphibacillus, Cerasibacillus, Filobacillus, entre otros (Claus et al., 1986). 

Este grupo presenta un alto potencial para ser empleado en el desarrollo de un biofertlizante o 

como controlador biológico dada su capacidad de formar estructuras de resistencias, lo cual le 

confiere una ventaja competitiva ante otros géneros bacterianos. Si bien para distintos géneros 

fúngicos se ha reportado tanto la capacidad de promover el crecimiento vegetal (Plant Growth 

Pomoting Microorganism, PGPM (Vessey et al., 2003)) y actuar como agentes de control 

biológico, la dificultad de la bioproducción de cultivos líquidos de esporas de hongos dificulta el 

desarrollo de estas soluciones biotecnológicas. La fermentación líquida es la elección efectuada 

por la industria al ser más rápida, sencilla y reproducible en comparación con una fermentación 

sólida (Tunga et al., 1999). No obstante, varias son las complejidades asignables a la producción 

líquida de biomasa fúngica, tales como: control de parámetros que dan inicio a la esporulación 

del cultivo, requerimiento de medios complejos, dificultades en la determinación del 

crecimiento fúngico y control del bioproceso (Manan et al., 2018). 

Para las distintas cepas pertenecientes al grupo Bacillus s.l. se ha reportado el inicio de la 

esporulación al concluir el crecimiento exponencial, llevándose a cabo una serie de cambios 

tanto estructurales como metabólicos que culminan con la formación de estructuras de 

Figura 3. Esquema de proceso de esporulación de Bacillus spp. (Grossman et al., 1995). 
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resistencias (esporas). La secuencia de eventos morfológicos que culminan con la formación de 

una espora libre consta de siete estadios y se muestra en la Figura 3.  

El estadio cero se inicia con una respuesta al agotamiento de nutrientes y a la producción de 

péptidos que sensan y responden a una alta concentración celular (Schneider et al., 2002). En el 

estadio II se producen enzimas hidrolíticas, como las proteasas y amilasas, y se forma un septo 

en un polo de la célula, en el estadío siguiente (III) ocurre el engullimiento de la preespora, del 

IV al VII formación de la corteza, formación de la cubierta, maduración y lisis (Errington et al., 

1993). Durante esta serie de eventos se forman dentro de un mismo cuerpo dos células; la célula 

madre y la preespora, las cuales mantienen una comunicación para poder en conjunto y de una 

forma metabólica ordenada, formar la espora. La transición de un estado al otro es gobernada 

por seis proteínas reguladoras llamadas factores sigma, que se unen a la ARN polimerasa y 

determina qué promotores se reconocerán. Estos factores son: el factor sigma que ocurre 

durante el crecimiento vegetativo, σA, y cinco factores que se activan en cascada durante la 

esporulación, llamados σH, σF, σE, σG y σK. 

El grupo Bacillus s.l. ha sido reportado ser el más abundante en la comunidad bacteriana de la 

rizósfera de distintos cultivos (De Freitas et al., 1997; Kumar et al., 2013). Son atribuibles a este 

género diferentes asociaciones con la planta, ya sea promoviendo su crecimiento o como 

controlador biológico de patógenos. Por ello se engloba dentro del grupo de los microrganismos 

PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1978).  

Entre las estrategias microbianas para la promoción del crecimiento vegetal constatadas en 

cepas pertenecientes al grupo Bacillus s.l. se destacan: 

-producción de ácido indol acético (IAA) (Beneduzi et al., 2008). El IAA actúa en distintos 

procesos fisiológicos de la planta, tales como: síntesis de pigmentos en la fotosíntesis, modula 

la resistencia a condiciones de estrés, controla procesos de crecimiento vegetativo actuando en 

la división y diferenciación celular, regula el flujo de xilema, el desarrollo radicular entre otros. 

-síntesis de otras fitohormonas: Citoquinina (Arkhipova et al., 2005) que estimulan la división y 

diferenciación celular, retarda la senescencia de tejidos; giberelinas (Gutiérrez-Manero et al., 

2001) que regulan fundamentalmente la elongación internodular y la germinación de semillas. 

-producción de enzima 1-amino-ciclo-propano-1-carboxilato desaminasa (ACC-desaminasa) 

(Siddikee et al., 2011). La ACC-desaminasa degrada la fitohormona etileno asociada a 

condiciones de estrés. 

-producción de sideróforos (Kesaulya et al., 2017). Compuestos orgánicos de bajo peso 

molecular capaces de quelar el ión férrico y transportrlo al interior celular. 

-movilización biológica de fósforo (incisos 2 y 3 de Introducción específica del Capítulo 1). 

Con respecto al control biológico de fitopatógenos e insectos se han reportado cepas de Bacillus 

s.l. que ejercen distintos mecanismos de acción. En interacción patógenos-antagonista se 

destaca:  

-interacción de amensalismo por la producción de: antibióticos, antifúngicos volátiles (Herzner 

et al., 2011; Raza et al., 2015), antivirales (Emmert et al., 2004), ácido cianhídrico (Deepa et al., 

2010); enzimas con actividad β-1,3 gluconasas [degradadoras de pared celular de hongos (Kim 

et al., 2004)], toxinas proteicas entomopatógenas de acción en dípteros, lepidópteros y 

coleópteros (Elleuch et al., 2014). 
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-interacción de competencia por nutrientes [sideróforos bacterianos de mayor afinidad que 

fúngicos (Loper et al., 1999)] 

-interacción de competencia por sitios de infección previniendo la colonización de patógenos 

(Quadt-Hallmann et al., 1997; Ratón et al., 2011). 

En la interacción antagonista-hospedero se reporta la capacidad de efectuar Inducción de 

resistencia sistémica (Induced systemic resistance, ISR), mediante la cual se induce una 

respuesta en la planta hospedera sin ningún daño previo en la misma. La interacción planta y 

miembros del grupo Bacillus s.l. se reporta estar mediada por sideróforos, lipopolisacáridos y 

sustancias volátiles (Ryu et al., 2004). 

Sin bien los miembros del grupo Bacillus s.l. presentan una alta potencialidad para el desarrollo 

de un biofertilizante, es de destacarse la importancia de la correcta identificación filogenética 

de las cepas de trabajo previo a la liberación al ambiente, dada la alta similitud de los genomas 

del grupo Bacillus cereus sensu lato.  Este grupo está compuesto por siete miembros: Bacillus 

anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, 

Bacillus weihenstephanensis (Okinaka et al., 2016), habiendo reportes de patogenicidad en 

animales y humanos para cepas de Bacillus anthracis, Bacillus cereus (Helgason et al., 2000). 

A lo largo del tiempo se han implementado diversos métodos para diferenciar Bacillus 

thuringiensis de Bacillus cereus. En cuanto a las técnicas de biología molecular, si bien la 

utilización de la secuencia del gen 16S ARNr es el método de identificación bacteriano por 

excelencia, su aplicación a la identificación de especies fuertemente relacionadas es de poca 

utilidad, como es el caso de las especies que integran el grupo Bacillus cereus sensu lato (Wang 

et al., 2007). Se ha confirmado que el polimorfismo de los productos de amplificación del gen 

16S ARNr de cepas pertenecientes al grupo Bacillus cereus sensu lato no permite su 

discriminación a nivel de especie (Borin et al., 1997).  

Como alternativa se trabaja como marcador filogenético alternativo con el gen gyrB, que 

codifica para la subunidad β de la DNA-girasa (La Duc et al., 2004), al tratarse de un gen de copia 

única, altamente evolutivo, constitutivo (housekeeping), independiente del fenotipo de 

virulencia que la cepa presente. 

Para la identificación a nivel de especie también se ha implementado métodos de fingerprinting 

(Freitas et al., 2008). Dentro de estos métodos se encuentran aquellos en los cuales se 

secuencian varios genes, como por ejemplo Multilocus Sequence Typing (MLST), (Hoffmaster, 

2008). Por otro lado, otros métodos utilizados son Ribosomal DNA Restriction Fragment Length 

polymorphism (RFLP) (Priest et al., 1994), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) y 

Rep-PCR, Repetitive Extragenic Palindromic Sequence (Freitas et al., 2008; Reyes-Ramirez et al., 

2005).  

3. Desarrollo de un biofertilizante 

3.1. Etapas de desarrollo de un biofertilizante 

El desarrollo de biofertilizantes de base microbiana representa una alternativa tecnológica para 

aumentar los niveles de P disponibles en suelos agrícolas, mejorar la nutrición fosfatada en los 

sistemas de producción y reducir el impacto ambiental negativo asociado al uso de fertilizantes 

químicos. 
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El desarrollo de todo producto biológico implica la ejecución de múltiples etapas secuenciales y 

paralelas de retroalimentación continua para la obtención de un producto final. A continuación, 

se efectúa una breve descripción de este proceso resaltando las principales etapas y la 

información recabada en cada una de ellas (Sharma et al., 2013).  

a. Prospección y ordenamiento de microorganismos capaces de mineralizar y/o solubilizar 

P in vitro. 

b. Identificación filogenéticamente, fenotipado y genotipado de los aislamientos que 

presenten la capacidad funcional de interés. 

c. Evaluación de la capacidad de mineralizar y/o solubilizar P in vivo, mediante bioensayos 

con planta. 

d. Optimización del proceso de producción a escala piloto. 

e. Elaboración de formulaciones piloto y evaluación de la viabilidad de las esporas en el 

tiempo. 

f. Evaluación de la eficacia agronómica del inoculante en condiciones de campo. 

g. Evaluación de la factibilidad de escalado de proceso de producción de microorganismo. 

h. Realización del estudio de inocuidad del inoculante obtenido y el registro del producto 

final. 

3.2. Normativa nacional de control de calidad de inoculantes de MGAP 

La Dirección General de Servicios Agrícolas (DGSA) del Ministerio de Ganadería, Agricultura y 

Pesca, en la División Control de Insumos, Departamento de Agentes Biológico, regula el registro 

y control de calidad de: Inoculantes rizobianos, Promotores de Crecimiento Vegetal (MPVC), 

Agentes de Control Biológico Microbiano (ACBM) y Entomófagos como Agentes de Control 

Biológicos (ACB).  

El registro y control de calidad de inoculantes rizobianos está regulado por el Decreto 546/81 (a 

base de turba) y Decreto 7/99 (semilla preinoculadas y otros soportes); los MPVC por la 

Resolución del 13 de marzo del 2013; los ACBM por la Resolución 688/013 y ACB por la 

Resolución 220/014. 

Los requisitos administrativos para el registro de MPVC son los mismos que para los inoculantes 

rizobianos, incorporando la exigencia de presentar un informe técnico en el cual se incluya: la 

identificación del microorganismo que forma parte del formulado, productos contenidos en el 

formulado, información toxicológica (en caso de que corresponda), ensayos de evaluación de la 

eficacia agronómica (EEA) desarrollados en el territorio nacional o propuesta de ensayos a 

desarrollarse. Los requisitos técnicos para el registro de un producto en MPVC son: que la 

concentración del microorganismo constatada en el producto sea la informada en el proceso de 

registro y que la misma presente una estabilidad durante al menos 3 meses a partir de la fecha 

de elaboración, que se demuestre la inocuidad del microorganismo declarado (cuando 

corresponda) y que el producto sea libre de microorganismos no declarados, que la etiqueta del 

producto sea autorizada por la DGSA y que los ensayos de EEA se efectúen en el territorio 

nacional en sitios y número de ciclos preacordados con el ministerio para su evental supervisión. 

Se propone para estos productos efectuar los controles en los puntos de venta, lote a lote como 

actualmente se efectua para los inoculantes rizobianos. 

Entre los MPVC actualmente registrado se encuentran cepas de: Pseudomonas fluorescens (Rasa 

1008), Herbaspirillum huttiense (L4.2), Azospirillum brasilense (Az. 39), abarcando distintos 

cultivos (Maíz, Sorgo, Trigo y Arroz). 



Introducción 

15 
 

No hay registros de miembros del grupo Bacillus s.l. como MPVC, ni ACBM. No hay registro de 

MPVC para el cultivo de soja. 

3.3. Antecedentes de biofertilizantes en el mercado regional y mundial, y relevancia de 
bioproductos a base de esporas de Bacillus s.l. 

En el caso de biofertilizantes, si bien existe una gran diversidad de microorganismos capaces de 

favorecer la absorción de nutrientes en forma asociativa con la planta, son escasos los ejemplos 

de productos comerciales basados en los mismos (Sharma et al., 2013). 

A nivel mundial, se han desarrollado algunos biofertilizantes que contienen diferentes cepas de 

bacterias y hongos con capacidad de movilizar P. Algunas de estas corresponden a los géneros 

Aspergillus y Penicillium, en el caso de los hongos, y a miembros de Bacillus s.l., Pseudomonas y 

Rhizobium, en el caso de las bacterias.  

Entre los productos comercializados a nivel mundial se encuentra el biofertilizante JumpStart®, 

desarrollado por Philom Bios Inc. (Canadá) y posteriormente comercializado por Novozymes 

(Legget et al., 2007). El biocomponente activo es el hongo filamentoso Penicillium bilaiae y se 

utiliza para canola, sorgo y maíz. Actualmente, el producto es comercializado en Argentina por 

la empresa Nitragin para soja, pero no está disponible en nuestro país. El producto comercial se 

llama Nitragin triple y combina Bradyrhizobium japonicum, y Penicillium bilaiae. Otro ejemplo 

regional lo representa el biofertilizante Rizofos Liq para trigo, maíz y girasol, desarrollado por la 

empresa RIZOBACTER Argentina S.A., en base a Pseudomonas fluorescens. La empresa 

EMBRAFÓS en Brasil, comercializa FF ORGANIC, una línea de fertilizantes que utiliza 

microorganismos (bacterias y hongos) para la solubilización y liberación gradual del P de la roca 

fosfórica y del P retenido en el suelo.  

Existen inoculantes en base a Azospirillum disponibles para diferentes cultivos en Europa, África 

y América Latina. Este género bacteriano se destaca por fijar N-atmosférico mediante una 

interacción asociativa con la planta, como a su vez diversas estrategias microbianas de 

promoción del crecimiento vegetal [como la solubilización de P (Ramachandran et al., 2007)]. 

En Brasil varias empresas han trabajado junto a Embrapa para su elaboración comercial, en 

Argentina los comercializan diversas empresas como Nitrasoil y Nitragin, y en Uruguay los 

comercializan las empresas Lage&Cia. S.A. (inoculante Graminosoil) y Calister S.A. (inoculante 

Bioprom), para cultivos como maíz, sorgo y trigo. 

En algunos casos los inoculantes basados en Azospirillum y Pseudomonas, son formulados como 

coinoculantes con rizobios. Este es el caso del Laboratorio Green Quality de Argentina que 

comercializa el producto PGPR SOJA, que es un inoculante tribacterial específico para soja, 

formulado en base a Bradyrhizobium japonicum, Azospirillum brasiliensis y Pseudomonas 

fluorescens. 

Se destaca la falta de inoculantes registrados como promotores del crecimiento vegetal basados 

en Bacillus s.l. para soja. No obstante, la relevancia de formulados a base a esporas de Bacillus 

thuringiensis abarca el 97% de los agentes de control biológico bacterianos (Brar et al., 2006), 

habiendo formulados a base de Bacillus s.l. para el control biológico de soja (Pérez-García et al., 

2011). 
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VI. OBJETIVO GENERAL 

 

 

Aislar, caracterizar, identificar y producir un inoculante en base a una bacteria formadora de 

estructuras de resistencia con el potencial para movilizar fósforo del suelo. 
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VII. CAPITULO 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

AISLAMIENTO, CARACTERIZACIÓN, IDENTIFICACIÓN Y SELECCIÓN DE BACTERIAS 

FORMADORAS DE ESTRUCTURA DE RESISTENCIA MOVILIZADORAS DE FÓSFORO 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

A. Generar una colección de bacterias formadoras de estructuras de resistencia (Bacillus 

s.l.) provenientes de la rizósfera de plantas de soja y/o de suelo no rizoférico. 

B. Caracterizar in vitro la colección bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o 

mineralizar fósforo inorgánico y/o orgánico e identificar en forma molecular los 

aislamientos que presenten dichas características. 
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A. INTRODUCCIÓN ESPECÍFICA 

1. Aislamiento de Bacillus s.l. movilizadores de fósforo orgánico e inorgánico del suelo 

Los miembros de grupo Bacillus s.l. tienen una distribución ubicua en ecosistemas agrícolas, 

cumpliendo distintos roles de relevancia en el ciclado de nutrientes y en la protección de cultivos 

ante distintos factores de estrés biótico y abiótico, entre otros (Selvakumar et al., 2016). Además 

de la versatilidad y las ventajas competitivas atribuible a este grupo bacteriano, dado la habilidad 

de formar endoesporas que le permite sobrevivir condiciones adversas y colonizar distintos 

nichos ecológicos, se ha reportado como uno de los componentes principales de la comunidad 

bacteriana solubilizadora/mineralizadora de fósforo inorgánico/orgánico en la rizósfera de 

varios cultivos comerciales (De Fereitas et al., 1997; Puente et al., 2004; Hill et al., 2007; Jorquera 

et al., 2010; Kumar et al., 2013; Maougal et al., 2014). Inclusive, Bacillus spp. endófitos de 

distintos cultivos agrícolas (inclusive soja) se han reportado con diferentes capacidades de 

promoción del crecimiento (Hung et al., 2004; Suman et al., 2016). Por lo que, se toma a este 

grupo bacteriano como objeto de estudio para conformar la colección y evaluar su capacidad de 

movilizar el fósforo del suelo. 

Diferentes estrategias de aislamiento se han reportado para la formación de una colección de 
bacterias mineralizadoras. La siembra en medio sólido de diluciones seriadas de una suspensión 
de suelo ha sido implementada, obteniendo un éxito en el relevamiento de la funcionalidad de 
interés de 0.5% (Richardson et al., 1997), 1% (Maougal et al., 2014), 6-7 % (Jorquera et al., 2008) 
como porcentaje en función de la totalidad de aislamientos obtenidos. No obstante, ninguno de 
los autores reporta haber obtenido géneros bacterianos formadores de estructura de 
resistencia. Otra estrategia utilizada es iniciar la prospección con un enriquecimiento del suelo 
en un medio con fitato de sodio como única fuente de carbono y fósforo (Richardson et al., 
1997). Richardson obtuvo para esta estrategia un porcentaje de aislamientos con la capacidad 
de mineralizar el fósforo orgánico del 4%, sin constatar algún género bacteriano formador de 
estructura de resistencia. Una tercera estrategia reportada supera la limitante de no obtener 
bacterias formadas de estructura de resistencia efectuando un shock térmico en una suspensión 
de suelo (Demirkan et al., 2014). Para la cual se obtuvo un 15% de éxito en el relevamiento de 
la funcionalidad de interés y la totalidad de los aislamientos pertenecieron al grupo Bacillus s.l.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Estrategia microbiana de Bacillus s.l. para la solubilización de fósforo inorgánico 
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Los microorganismos miembros del grupo Bacillus s.l. presentan como principales mecanismos 

de solubilización de fósforo inorgánico la liberación de protones y ácidos orgánicos al medio, al 

igual que la mayoría de los microorganismos promotores del crecimiento vegetal que presentan 

la capacidad funcional de regular la disponibilidad de este fitonutriente (Rodríguez et al., 1999). 

En la Tabla 1. se presenta la revisión bibliográfica efectuada de actividades solubilizadoras para 

distintas cepas de Bacillus spp. cultivadas en distintas fuentes de fósforo inorgánico en sus 

correspondientes condiciones de cultivo. 

Tabla 1. Actividad solubilizadora reportada para Bacillus spp. 
 

Especie 
A. solubilizadora 

(µmol-P/L) (*) 
Medio 

Condiciones de 
incubación 

Ref 

Bacillus 
licheniformis 

4037 
Ca3(PO4)2  

(SRSM1=PVK+violeta de bromocresol) 
1 día, aerobio, 25⁰C, 

140rpm 
Vazquez et 
al., 2000 

Bacillus 
amyloliquefaciens 

3068 
Ca3(PO4)2  

(SRSM1=PVK+violeta de bromocresol) 
1 día, aerobio, 25⁰C, 

140rpm 
Vazquez et 
al., 2000 

Bacillus 
antrophaeus 

3230 
Ca3(PO4)2  

(SRSM1=PVK+violeta de bromocresol) 
1 día, aerobio, 25⁰C, 

140rpm 
Vazquez et 
al., 2000 

Bacillus cereus 614 Ca3(PO4)2 (Nautiyal,1999) 
3 días, aerobio, 28⁰C, 

180rpm 
Tao et al., 

2008 

Bacillus coagulans 4199 Ca3(PO4)2 (Pikovskaya, 1948)  
4 días, aerobio, 50⁰C, 

180rpm 
Yadav et al., 

2014 

Bacillus coagulans 2229 FePO4 (Pikovskaya, 1948) 
4 días, aerobio, 50⁰C, 

180rpm 
Yadav et al., 

2014 

Bacillus coagulans 2229 AlPO4 (Pikovskaya, 1948) 
4 días, aerobio, 50⁰C, 

180rpm 
Yadav et al., 

2014 

Bacillus firmus 2325-8721 Ca3(PO4)2 (Nautiyal,1999) 
3 días, aerobio, 28⁰C, 

100rpm 
Sandilya et 
al., 2016 

Bacillus 
megaterium 

565 Ca3(PO4)2 (Nautiyal,1999) 
3 días, aerobio, 28⁰C, 

180rpm 
Tao et al., 

2008 
Bacillus 

megaterium 
2326 Ca3(PO4)2 (Nautiyal,1999) 3 días, aerobio, 30⁰C 

Chen et al., 
2006 

 

En la Tabla 2. se presentan la identidad y rango de concentración de ácidos orgánicos secretados 

al medio por distintas cepas de Bacillus s.l. para distintas fuentes de fósforo orgánico e 

inorgánico en sus correspondientes condiciones de incubación. 

 

 

 

 

 

 

  

(*) Actividad solubilizadora expresada como cantidad de ion ortofosfato liberado al medio (µmol-P/L), para el 
tiempo de incubación reportado. 
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Tabla 2. Identidad y rango de concentración de ácidos orgánicos (AOs) secretados al medio por distintas cepas de Bacillus spp. 
 

Microorganismo 
Condiciones de incubación 

Identidad de AOs secretados Rango de concentración (mM) Ref 
Fuente de P T Inc (días) Temp (⁰C) pH 

Bacillus aryabhattai (varias cepas) 
Fitato de sodio 5 28 7 Á. glucónico 19-28 

Sharma et al., 2013 
Ca3(PO4)2 5 28 7 Á. glucónico 49-60 

Bacillus megaterium (P17) 

AlPO4 3 - 7 Á. láctico; Á. succinico; Á. tartático; Á.cítrico 1,9; 6,3; 0,8; 2,7 

Zhong et al., 2017 
Ca3(PO4)2 3 - 7 Á. láctico; Á. succinico; Á. tartático; Á.cítrico 0,7; 6,5; 0,9; 1,1 

FePO4 3 - 7 Á. láctico; Á. succinico; Á.cítrico; Á.ácetico 1,4; 2,2; 0,3; 0,7 

Fitato de calcio 3 - 7 Á. láctico; Á. succinico, Á. tartático, Á.cítrico 1,4; 3,6; 2,8; 0,4 

Bacillus coagulans Roca fosfórica 4 50 7 Á. cítrico; Á. málico; Á. acético; Á. glucónico 0,002; 0,003; 0,003; 0,01 Yadav et al., 2014 

Bacillus megaterium (varias cepas) Ca3(PO4)2 3 - 7 Á. láctico; Á. piruvico, Á.cítrico - Chen et al., 2006 

Bacillus amyloliquefaciens 

Ca3(PO4)2 

1 30 7 Á. láctico; Á. succinico - 

Vazquez et al., 2000 Bacillus atrophaeus 1 30 7 Á. succinico - 

Bacillus licheniformis 1 30 7 Á. láctico; Á. succinico; Á. fumárico - 

Bacillus sp. P2O5 14 30 - Á. glucónico, Á. propionico, Á.succinico 64; 3,6; 764 Puente et al., 2009 

(T Inc) tiempo de incubación, (-) no reportado. 
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3. Estrategia microbiana de Bacillus s.l. para la mineralización de fósforo orgánico 

Dentro de los microorganismos PGPR capaces de liberar el ion ortofosfato a partir de fuentes de 

fósforo orgánico, se reporta como principal estrategia microbiana la excreción de enzimas 

hidrolíticas del ácido fítico (principal fuente de fósforo orgánico en el suelo). Para miembros del 

grupo Bacillus s.l. también se reporta esta actividad microbiana para regular el ciclado del 

fósforo en el sistema planta-suelo-agua (Ahmad et al., 2008). 

En la Tabla 3. se presenta la revisión bibliográfica efectuada de actividades mineralizadoras para 

distintas cepas de Bacillus spp. y sus correspondientes condiciones de cultivo. 

 

Tabla 3. Actividad mineralizadora reportada para Bacillus spp.  

Especie 
A. mineralizadora 

(µmol-P/L) (*) 
Medio Condiciones incubación Ref 

Bacillus cereus 26 
Menkina medio 
(Niewolak,1980) 

3 días, aerobio, 28⁰C, 
180rpm 

Tao et al., 
2008 

Bacillus cereus 42 
Menkina medio 
(Niewolak,1980) 

4 días, aerobio, 28⁰C, 
180rpm 

Liu et al., 
2011 

Bacillus 
megaterium 

2,0 
Menkina medio 
(Niewolak,1980) 

3 días, aerobio, 28⁰C, 
180rpm 

Tao et al., 
2008 

Bacillus subtilis 52 
Menkina medio 
(Niewolak,1980) 

4 días, aerobio, 28⁰C, 
180rpm 

Liu et al., 
2011 

 
 
 
 
 

En la Tabla 4. se presentan la actividad fitasa reportada para distintas cepas salvajes de Bacillus 

spp. En la misma se especifican diferentes parámetros de incubación que inciden en el resultado 

final de esta variable. Los parámetros son: tiempo de incubación para la producción de fitasa, 

tiempo de incubación en la determinación de la actividad enzimática, temperatura de 

incubación en la determinación de la actividad enzimática, pH de incubación en la determinación 

de la actividad enzimática, volumen de incubación del extracto proteico y el ácido fítico para la 

determinación de la actividad fitasa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(*) Actividad mineralizadora. expresada como cantidad de ion ortofosfato liberado al medio (µmol-P/L), para el 
tiempo de incubación reportado. 
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Tabla 4. Actividad fitasa reportada para Bacillus spp. 

 

Tipo de actividad Microorganismo U A.vol(U/mL) A.esp(U/mg) Tprod(h) TAc (min) T(⁰C) pH Medio de producción fitasa 
VInc 
(µL) 

Ref 

Extracelular Bacillus subtilis mol-P/min 0,25 - 42 60 50 6,5 no fitato (Idriss, 2002) 150 Idriss et al., 2002 

Asociada célula Bacillus sp. µmol-P/min - 0,14 48 30 37 7 fitato 1,5g/L (Kerovuo,1998) 280 Acuña et al., 2011 

Extracelular Bacillus pumilus µmol-P/min - 0,30 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavez et al., 2011 

Extracelular Bacillus coagulans µmol-P/min - 0,35 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavez et al., 2011 

Extracelular Bacillus megaterium µmol-P/min - 0,25 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavez et al., 2011 

Extracelular Bacillus licheniformis µmol-P/min - 0,25 96 60 37 6 LB (no fitato) 1000 Dechavez et al., 2011 

Extracelular Bacillus subtilis µmol-P/min 0,60 - 20 60 37 7,5 no fitato (Idriss, 2002) 400 Farhat et al., 2008 

Extracelular Bacillus sp. µmol-P/min 0,16 - 96 10 37 7 no fitato (Choi, 2001) 1000 Choi et al., 2001 

Extracelular Bacillus subtilis µmol-P/min 4,60 - 48 30 55 7 fitato 10g/L (Rocky-Salini, 2016) 500 
Rocky-Salini et al., 

2016 

Extracelular Bacillus licheniformis µmol-P/min - 1,05 96 30 37 5,5 Fitato 3g/L (Howson, 1983) 1000 Dan et al., 2015 

(*) (U) Unidades de enzima definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1mol ó 1 µmol de ión ortofosfato por minuto en las condiciones de incubación que se desciben en la 
tabla, (A.vol) Acitividad volumétrica, (A.esp) Actividad específica, (Tprod) tiempo de incubación para la producción de fitasa, (TAc) tiempo de incubación en la determinación de la actividad 
enzimática, (T) temperatura de incubación en la determinación de la actividad enzimática, (pH) pH de incubación en la determinación de la actividad enzimática, VInc volumen de incubación 
para la determinación de la actividad fitasa. 
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B. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Formación de una colección de bacterias formadoras de estructura de resistencia 

1.1. Muestreo de material vegetal y suelo 

Para la prospección se muestreó suelo rizoférico y plantas de soja de seis sitios sojeros, y suelo 

no rizoférico de cinco sitios sin historia previa de este cultivo. Para la caracterización 

fisicoquímica de cada sitio se muestreó suelo no rizoférico. En la Tabla 5. y Figura 1 se detallan 

las características y ubicación de los sitios de muestreo. 

En los sitios sojeros se recolectaron al menos cinco plantas de soja por sitio en estadio fenológico 

R2, (Fehr et al., 1977) con parte de suelo rizoférico prendido a la raíz. Las muestras se 

almacenaron a 4⁰C por no más de 3 meses hasta su procesamiento. 

Para el muestreo de suelo no rizóferico se realizó una muestra compuesta de cinco puntos 

(separados al menos por 5 m) para cada sitio, tomando entre (0-15) cm de profundidad, 

homogenizando las mismas mediante tamizaje tras secado previo a temperatura ambiente (se 

emplearon mallas de 3mm de poro). Las muestras se almacenaron a 4⁰C por no más de 3 meses 

hasta su procesamiento. 

Se separó una fracción de 500g de suelo no rizoférico de cada sitio para el análisis fisicoquímico 

en el Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas de INIA La Estanzuela. Los parámetros analizados 

fueron: carbono orgánico (C.Org) (Wright et al., 2001), nitrógeno total (N) (Wright et al., 2001), 

fósforo Bray I (P Bray I) (Bray et al., 1945), fósforo resina (P Resinas) (Zamuz et al., 1974), fósforo 

cítrico (P Cítrico) (adaptación de Morón), pH (H2O) relación suelo/agua: 1/2.5, acidez titulable 

(Beretta et al., 2016), determinación de bases (potasio (K), sodio (Na), magnesio (Mg), calcio 

(Ca)) mediante extracción con acetato de amonio 1M (pH=7) (Jackson et al., 1964) y 

cuantificación por espectrometría de absorción atómica, emisión y plasma acoplado 

inductivamente  según corresponda, capacidad de intercambio catiónico (CICpH7), y textura 

(Beretta et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ubicación geográfica de sitios de muestreo (ESRI 2011).  Puntos negros corresponde a sitios sojeros, puntos 

celestes corresponde a sitios sin historia previa de soja. 
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Tabla 5. Características fisicoquímicas de los suelos de los sitios de muestreo (*) 

 

Sitio 
Código de 

sitio 
C.Org 
 (%) 

N  
(%) 

P Bray 
I  

(µg 
P/g) 

P 
Resinas 
 (µg P/g) 

P 
Cítrico 

 (µg 
P/g) 

pH 
(H2O) 

A.Tit. 
(meq/100g) 

Ca 
(meq/100g) 

Mg 
(meq/100g) 

K 
(meq/100g) 

Na 
(meq/100g) 

CICpH7 

(meq/100g) 
Arena Limo Arcilla 

Itapebí 3 Árboles IT 4,8 0,4 2,5 2,7 3,0 5,5 6,8 14,5 5,9 0,4 0,5 21,3 26,9 53,7 19,4 
Tala TA 3,7 0,3 3,8 4,0 3,0 5,4 9,7 9,6 4,3 1,5 0,8 16,2 12,5 72,4 15,1 

Young YU 8,2 0,6 53,5 147,0 100,7 6,4 4,6 27,2 3,5 1,4 0,4 32,5 42,3 32,5 25,3 
Sierra de Polanco SP 2,7 0,3 17,8 17,8 24,0 5,4 6,0 3,5 1,4 0,5 0,3 5,7 57,6 13,3 29,1 

Tacuarembó MA 6,7 0,4 7,5 4,6 9,8 5,4 8,8 18,7 7,1 0,5 0,4 26,7 10,1 39,6 50,3 
Velázquez E 3,0 0,2 7,3 10,6 7,4 5,8 6,0 11,0 2,8 0,3 0,7 14,7 14,6 49,0 36,4 
Mercedes MSI 4,0 0,3 48,3 76,6 42,5 5,8 5,4 20,4 1,8 1,3 0,2 23,8 20,4 34,5 45,1 

Paraje Ramón Trigo T 1,2 0,1 2,7 3,3 3,5 5,8 2,2 3,8 0,7 0,2 0,5 5,2 75,2 0,7 24,1 
Águila A 3,1 0,3 26,5 23,8 26,1 5,7 6,5 14,0 1,3 0,6 0,3 16,1 17,4 37,7 44,8 
Chajá CH 2,4 0,2 47,7 81,4 73,2 6,8 2,1 19,0 2,0 0,7 0,6 22,3 19,5 39,8 40,8 

Scaglia SC 2,6 0,2 39,7 41,4 39,4 6,0 4,2 15,0 2,0 0,7 0,2 17,8 19,4 35,5 45,1 

(*) Cuadrante superior e inferior de la tabla refiere a los sitios sin y con historia agrícola en el cultivo de soja, respectivamente 
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1.2. Estrategia de aislamiento a partir de suelo rizoférico, no rizoférico y raíz de soja 

Se aislaron bacterias aerobias formadoras de estructuras de resistencia a partir de raíces de 

planta de soja, suelo rizoférico y no rizoférico de campo natural. Se procesaron dos plantas por 

sitio de muestreo. 

A partir de las muestras de suelo (rizoférico y no rizoférico) se generó una suspensión de éste 

en un medio pobre (Glucosa, extracto de levadura, sal (GYS, Apéndice 1.1.1) (Patel et al., 2013)), 

quel se incubó 48 horas a 28⁰C y 180rpm, permitiendo el enriquecimiento de bacterias 

formadoras de estructura de resistencia tras el agotamiento de nutrientes. Posteriormente se 

realizó un shock térmico a 80⁰C, durante 4 minutos, con el fin de eliminar eventuales 

microorganismos que se encuentren en un estadio vegetativo y carezcan de la capacidad de 

generar estructuras de resistencia. Se sembraron diluciones seriadas en placas de Luria Bertani 

(LB-Agar, Apéndice 1.1.2), y se incubaron a 28⁰C, durante 24hs. Los aislamientos pre-

seleccionaron fueron bacilos Gram positivos (Bartholomew et al., 1952), móviles y con 

endosporas visibles en microscopio óptico con contraste de fase. Para cada planta procesada, 

dos individuos de cada morfología identificada fueron purificados mediante al menos cuatro 

repiques sucesivos en LB-Agar antes de ser conservados. 

Para la obtención de aislamientos asociados al rizoplano, las raíces de planta de soja se 

desinfectaron superficialmente, efectuando la siguiente secuencia de inmersiones: un minuto 

con hipoclorito de sodio (NaClO) 0.35%, un minuto con etanol 70% y finalmente cuatro 

enjuagues con agua estéril. El último enjuague con agua estéril se sembró en LB-Agar, como 

control de esta etapa de desinfección. Las raíces desinfectadas se sembraron en LB-Agar a 28⁰C, 

durante 24hs. Las colonias que presentaron morfotipos característicos se repicaron en LB-Agar 

y fueron incubados durante siete días a 28⁰C, con el fin de envejecer el cultivo para que la 

formación de la estructura de resistencia tenga lugar. Luego, un segundo repique a LB-Agar fue 

sometido a un shock térmico a 50⁰C, durante 24hs. Los aislamientos que crecieron durante y/o 

tras el shock térmico, que fueron bacilos Gram positivos, móviles y con endosporas, se 

purificaron (no menos de cuatro repiques en LB-Agar). Al igual que para el suelo, para cada 

planta procesada, dos individuos de cada morfología identificada fueron purificados mediante 

al menos cuatro repiques sucesivos en LB-Agar antes de ser conservados. 

Las cepas obtenidas fueron conservadas en glicerol 25% a -20⁰C y en perlas a -70⁰C. 

Los morfotipos de colonia se diferenciaron según color, textura y borde de la colonia (Apéndice 

4.1).  

2. Caracterización de la colección bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o mineralizar 
fósforo inorgánico y/o orgánico en medio sólido y selección de grupo de cepas promisorias 
(1° Nivel de Screening). 

2.1. Determinación semicuantitativa de actividad solubilizadora de (FePO4:AlPO4:Ca3(PO4)2) 
y actividad mineralizadora en medio sólido. 

Se caracterizó in vitro la capacidad de solubilizar y/o mineralizar fósforo inorgánico y/o orgánico 

en medio sólido de todos los aislamientos. 

Las fuentes de fósforo inorgánico ensayadas fueron: Ca3(PO4)2 (PCa, Apéndice 1.2), y la triple 

mezcla de FePO4, AlPO4, Ca3(PO4)2 en la proporción reportada para suelos del Uruguay 

(46:35:19) (PT, Apéndice 1.2) (Hernández et al., 1995). La fuente de fósforo orgánico utilizada 
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fue fitato de sodio (POrg, Apéndice 1.2). Estas fuentes fueron incorporadas en el medio líquido 

reportado en Maougal et al. (2014). 

Los aislamientos fueron crecidos en 5mL LB (tubo Falcon de 15mL, 180rpm, 24 horas, 28⁰C). El 

inóculo fue lavado con solución salina de NaCl (0.85%), con el fin de eliminar posibles trazas de 

P, de modo tal de evitar falsos positivos y se ajustó una densidad óptica (D.O.600nm) de 0.8 con 

solución salina de NaCl (0.85%) (carga bacteriana aproximada de 1×106ufc/mL). Un volumen de 

10µL de inóculo se sembró por triplicado en los tres medios para cada cepa. Se registró la 

relación diámetro del halo/diámetro del crecimiento (en caso de que se constate crecimiento y 

formación de halo) a los 3, 6 y 10 días de incubación a 28⁰C. 

Los controles biológicos empleados fueron: C1 control positivo de movilización de fósforo 

orgánico e inorgánico (Bacillus megaterium, ILBB592 (Abreo et al., 2018)), C2 control positivo de 

mineralización de fósforo orgánico (Bacillus subtilis, DSM 23778, DSMZ, Alemania), C3 control 

comercial (aislamiento de Bacillus subtilis obtenido de un producto comercial en proceso de 

registro en Uruguay como promotor de crecimiento vegetal), C4 control negativo de 

movilización de fósforo orgánico e inorgánico (Bacillus aryabhattai, ILBB510 (Abreo et al., 

2018)). 

Los candidatos promisorios seleccionados fueron aquellos que presentaron la capacidad de 

crecer y formar halo en POrg y PCa. 

2.2. Identificación filogenética del grupo de cepas promisorias 

2.2.1. Amplificación por PCR del gen 16S ARNr y el gen gyrB. 

Al grupo de cepas promisorias seleccionado y a una cepa representativa de cada morfotipo de 

colonia constatado, se amplificó el gen 16S ARNr mediante Polymerase Chain Reaction (PCR) 

usando los cebadores universales Eub27f/Eub1492r (Lane et al., 1991). Para la caracterización a 

nivel de especie de cepas muy relacionadas, se amplificó un segundo marcador filogenético, el 

gen gyrB, que codifica para la subunidad β de la DNA-girasa, empleando los cebadores UP-

1/UP2r (Yamamoto et al., 1995). Los cebadores de secuenciación de este gen son UP-1S/UP-2Sr 

(Tabla 6.). 

Tabla 6. Secuencia de primers utilizados para la amplificación del gen de 16S ARNr y gyrB. 

Primer Secuencia (5'- 3') Tamaño de amplicón (pb) 

Eub27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1500 
Eub1492r GGTTACCTTGTTACGACT 1500 

UP-1 GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA(TC)GC(TCAG)GG(TCAG) GG(TCAG)AA(AG)TT(TC)GA 1200 
UP2r AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC(AG)TC(TCAG)AC(AG) TC(TCAG)GC(AG)TC(TCAG)GTCAT 1200 
UP-1S GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA - 
UP-2Sr AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC - 

 

Se extrajo ADN total de las cepas mediante el kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Austin, 

Texas, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante para bacterias Gram positivas, partiendo 

de colonias aisladas en medio de cultivo sólido. La calidad y cantidad de los productos de 

extracción fue analizada por electroforesis en gel de agarosa al 1,0 % en buffer TAE (Apéndice 

2.1) con tinción con GoodViewTM a razón de 0.036μl/ml, a 90V durante 25 minutos y observado 

en transiluminador UV Carestream Gel Logic. 
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Todas las reacciones de PCR para la amplificación de los gen 16S ARNr y gyrB se realizaron en un 

volumen final de 25μl conteniendo: 2,5μl de buffer de PCR 10X (Invitrogen, suministrado con la 

Taq), 3,75μl de MgCl2 (25mM, Invitrogen), 0,5μl de mix de dNTPs (Invitrogen, 10mM), 1,0μl de 

cada cebador avance y reverso de la pareja que corresponda (10μM), 1,0μl de dimetilsulfóxido 

(DMSO, 100%), 0,25μl de Taq polimerasa (Invitrogen, 5,0 U/μl), 2 μl de ADN (0,05 pg/ul). 

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler Nexus, Eppendorff. Se utilizó 

el siguiente programa de temperaturas para el gen 16S ARNr: un primer paso de 

desnaturalización a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalización (94°C por 1 

minuto), hibridación (60°C por 1 minuto) y extensión (72°C por 2 minutos). Por último, se realizó 

una etapa de extensión a 72°C por 7 minutos. Para el gen gyrB el programa empleado fue: un 

primer paso de desnaturalización a 95°C por 1 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalización 

(94°C por 1 minuto), hibridación (55°C por 1 minuto) y extensión (72°C por 2 minutos). Por 

último, se realizó una etapa de extensión a 72°C por 7 minutos. 

Se verificó el tamaño del producto de amplificación mediante electroforesis en gel de agarosa 

1,0 % en buffer TAE (Apéndice 2.1). Se utilizó como marcador de peso molecular el AccuRuler 

100-1500 pb Plus DNA RTU Ladder de Maestrogen. 

Los productos de PCR fueron secuenciados en MACROGEN Inc. (Corea). En el caso del gen gyrB 

los cebadores de secuenciación fueron UP-1S/UP2Sr. Para obtener el género de los aislamientos, 

las secuencias resultantes se compararon con las disponibles en la base de datos del National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gob) utilizando el algoritmo 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).  

2.2.2. Identificación filogenética a partir del gen 16S ARNr y el gen gyrB. 

Para la construcción del árbol a partir de las secuencias del gen de ARNr 16S y gyrB se utilizó el 

programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versión 6 (Tamura et al., 2013), 

usando secuencias de 1300 y 750 nucleótidos, respectivamente. Para ello se descargaron 

secuencias depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gob), y secuencias de cepas de referencias del gen de ARNr 16S de la 

base de datos EzTaxon (Chun et al., 2007). Se alinearon empleando ClustalW incluido en MEGA 

(versión 6) junto con las secuencias recabadas previamente. Para la construcción del árbol se 

aplicarón diferentes algoritmos y al constatar la misma topología en los árboles, se decidó 

presentar los obtenidos con el algoritmo Neighbor-joining (Saitou et al., 1987), calculando la 

distancia genética por el modelo de Kimura (Kimura et al., 1980). La robustez de las ramas del 

árbol fue estimada con un bootstrap de 1.000 réplicas (Soltis et al., 2003). Los grupos externos 

que se utilizaron fueron Bacillus polymyxa (X60632) y Bacillus pumilus (KC895462.1), para los 

genes de ARNr 16S y gyrB, respectivamente. 

3. Caracterización del grupo de aislamientos promisorios por la capacidad de solubilizar y/o 
mineralizar fósforo inorgánico y/o orgánico en medio líquido y selección de grupo de interés 
(2° Nivel de Screening). 

3.1. Cuantificación de actividad solubilizadora de (FePO4:AlPO4:Ca3(PO4)2) y actividad 
mineralizadora en medio líquido. 

Los aislamientos preseleccionados se caracterizaron in vitro por su capacidad de solubilizar y/o 

mineralizar fósforo inorgánico y/o orgánico en medio líquido empleando el mismo medio que 

en el ensayo en placa, sin agar. 
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La determinación de la actividad solubilizadora y mineralizadora en medio líquido se realizó 

cuantificando la liberación del ion ortofosfato durante el crecimiento del cultivo en un medio 

con una fuente de fósforo insoluble definida (fósforo inorgánico y orgánico, respectivamente).  

La fuente de fósforo inorgánico ensayada fue la triple mezcla constituida por: FePO4, AlPO4, 

Ca3(PO4)2 (PT, Apéndice 1.2). La fuente de fósforo orgánico utilizada fue fitato de sodio (POrg, 

Apéndice, 1.2). Se trabajó en condiciones de incubación aerobias (10mL de medio en matraces 

de 125mL, 180rpm) a 28⁰C. 

Las cepas se hicieron crecer en medio sólido de PT y POrg tal como se describió en el inciso 2.1. 

A partir de estos cultivos se inocularon 15mL de LB (tubo Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 

28⁰C). Un volumen de 1mL de cada cepa se sembró por duplicado en los dos medios de fósforo, 

alcanzando una carga bacteriana inicial en el matraz estimada en 1×106ufc/mL (D.O.600nm=0.8). 

La concentración del ión ortofosfato en solución se determinó por el método 

espectrofotométrico del azul de molibdeno a las 0, 24, 48 horas de incubación [(De Nigris et al., 

2009), Apéndice 3.1]. El pH del caldo se determinó directamente en una alícuota del cultivo a 

los mismos tiempos de incubación. Se efectuarón dos determinaciones por réplica biológica a 

cada tiempo de incubación. La actividad solubilizadora y mineralizadora se calculó como la 

relación de la cantidad de ion ortofosfato liberado por unidad de volumen, por unidad de tiempo 

(µmol-PL-1h-1). 

Dado el tamaño del ensayo, el trabajo total se agrupo en cuatro corridas de análisis. En cada una 

se incorporaron los controles biológicos C1 y C4, y un blanco analítico de cada medio de cultivo 

sin inocular. 

Los candidatos de interés en este nivel de screening fueron aquellos que presentaron una 

actividad mineralizadora significativamente mayor al control biológico C1. 

4. Caracterización del grupo de aislamientos de interés (3° Nivel de Screening) 

4.1. Cuantificación de actividad solubilizadora de FePO4, AlPO4, Ca3(PO4)2. 

A partir de grupo de aislamientos de interés, se procedió a la caracterización in vitro de la 

capacidad de solubilizar las tres fuentes de fósforo inorgánico por separado en medio líquido. 

La actividad solubilizadora de FePO4, AlPO4, Ca3(PO4)2 se determinó como se describió en el 

inciso 3.1 salvó que las fuentes de fósforo inorgánico ensayadas fueron: FePO4 (PFe, Apéndice 

1.2), AlPO4 (PAl, Apéndice 1.2), Ca3(PO4)2 (PCa, Apéndice 1.2); y los tiempos de incubación a los 

que se efectuaron las determinaciones fueron: 0, 1, 7 días de incubación. 

4.2. Cuantificación de actividad fitasa 

Se procedió a la caracterización in vitro de la capacidad de mineralizar fósforo orgánico en medio 

líquido por la secreción extracelular de proteínas con actividad fitasa. Los controles biológicos 

C1, C2, C3 y C4 también fueron incluidos. 

4.2.1.  Extracto proteico concentrado 

Los aislamientos de interés se hicieron crecer en medio sólido de POrg (inciso 2.1) para inocular 

15mL de LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28⁰C). Un volumen de 1mL de cada cepa se 

sembró por duplicado en 15mL de POrg (falcón de 50mL, 180rpm, 28⁰C), alcanzando una carga 

bacteriana inicial en el matraz estimada en 1×106ufc/mL (D.O.600nm=0.8). Al alcanzar la fase 

estacionaria (48 horas, Apéndice 4.3), los cultivos fueron centrifugados (7000rpm, 10min, 4⁰C). 
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El sobrenadante (30mL) se filtró (PVDF, 0.22µm, Millex GV) y se cargó en una unidad de filtración 

Amicon (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, con un cuttoff de 10kDa) con el fin de 

concentrar el extracto proteico (Maougal et al., 2014). El sobrenadante obtenido se centrifugó 

en un rotor fijo a 9000rpm por 10 minutos a 4⁰C, en alícuotas de 10mL hasta cargar la totalidad 

del mismo. Finalmente, se reconstituyó la proteína retenida en la membrana en 1mL de buffer 

de trabajo (Apéndice 2.2) como volumen final, obteniendo un extracto proteico (×30) que se 

conservó a 4⁰C. 

4.2.2.  Cuantificación del contenido de proteína total en el extracto proteico 
concentrado 

La cuantificación del contenido de proteína total en el extracto proteico concentrado se efectuó 
por el método del ácido bicinconínico (BCA) según las especificaciones del fabricante del kit 
Pierce BCA Protein Assay Kit. La calibración del método se efectuó con albumina de suero bovino 
(bovine serum albumin (BSA)) en el rango dinámico de 20-2000 µg/mL. 

4.2.3.  Determinación de actividad fitasa 

Se realizó la determinación de la actividad fitasa del extracto proteico obtenido según el inciso 

4.2.1, en condiciones controladas de pH, temperatura y concentración de fitato-Na. Se 

cuantificó la concentración del ion ortofosfato en el tiempo.  

La determinación de la actividad fitasa se efectuó por triplicado de acuerdo a Maougal et al. 

(2014) y Hill et al. (2007) con modificaciones: 50µL de una solución de fitato-Na 10mM (pH=7) y 

150 µL de buffer de trabajo (Apéndice 2.2) se preincubaron a 37⁰C (baño de agua) por 10 

minutos. Se agregó 100µL del extracto proteico concentrado y se incubó a 37⁰C durante 48 

horas. Se efectuó la determinación de la concentración del ión ortofosfato en solución por el 

método espectrofotométrico del azul de molibdeno a las 0, 24, 48 horas de incubación [(De 

Nigris et al., 2009), Apéndice 3.2]. 

Para cada cepa se efectuó un blanco reactivo en el cual se determinó el contenido de ion 

ortofosfato no asociado a una actividad proteica que pudo provenir de la solución de fitato-Na 

utilizada, la liberación de ortofosfato durante el período de incubación del fitato-Na por una 

degradación química, y del extracto proteico concentrado. Para su determinación se procedió 

de igual modo que con las muestras, salvo que el extracto proteico concentrado se agregó luego 

de la solución de desarrollo de color (reactivo combinado), así la acidez de este reactivo impidó 

que la actividad proteica tenga lugar durante el lapso de desarrollo del color. Se incubó 50µL de 

una solución de fitato-Na 10mM (pH=7) y 150 µL de buffer de trabajo a 37⁰C (baño de agua). A 

las 0, 24 y 48 horas de incubación se agregó 1200µL del reactivo combinado para la 

determinación de la concentración del ion ortofosfato en solución (Apéndice 3.2) y luego 

inmediatamente 100µL del extracto proteico concentrado. 

Una unidad enzimática (UE) se define como la cantidad de fitasa que libera 1 µmol de ión 

ortofosfato en un día en las condiciones de incubación anteriormente descriptas. La actividad 

fitasa se calculó como la cantidad de ion ortofosfato liberado por unidad de volumen (mililitro 

de extracto proteico concentrado), por unidad de tiempo (µmol-PmL-1 día-1 ó UE/mL (Actividad 

volumétrica)). A su vez, la actividad fitasa se corrigió por el contenido de proteínas totales 

presente en el extracto proteico concentrado (Inciso, 4.1.2), y se expresó como la cantidad de 

ion ortofosfato liberado por cantidad de proteína en el extracto proteico concentrado, por 

unidad de tiempo (µmol-Pµg-1día-1 ó UE/µg (Actividad Específica)). 
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4.3. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados según la 
fuente de fósforo utilizado. 

La identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados al medio de 
cultivo para las cuatro fuentes de fósforo (POrg, PCa, PFe, PAl), se realizó por cromatografía 
líquida de alta eficacia (high performance liquid chromatography (HPLC)) en fase reversa según 
el protocolo publicado de Cawthray G.R. et al. (2003) modificado. 

El análisis se realizó en un Waters (Milford, MA, USA) 600E el cual incluye bomba cuaternaria, 
horno de columna, 717 plus autosampler y 996 detector de arreglo de diodos. La separación 
cromatográfica fue efectuada en una columna C18 (250 mm × 4.6 mm, 5µm) Restek a 35⁰C. La 
fase móvil consistió en una mezcla isocrática de buffer 25 mM KH2PO4 pH=2.5 y metanol a una 
proporción (93:7) y a un flujo de 0.8mL/min. 

La información fue adquirida y procesada por Empower Pro Chromatography Data software 
entre 190-400 nm y se cuantificaron estándares de ácido glucónico, ácido pirúvico, ácido láctico, 
ácido acético, ácido cítrico, ácido fumárico, ácido succínico y muestras a 210nm. La calibración 
del método se efectuó en cada batch de análisis (Apéndice 4.5).  

Una alícuota del medio de cultivo conservado a -20⁰C, se filtró (PVDF, 0.22µm, Millex GV) y se 
inyectó 30µL en el sistema cromatográfico. Se analizaron dos réplicas biológicas cada una por 
duplicado de inyección. 

4.4. Actividad hemolítica 

Se determinó la actividad hemolítica de los aislamientos de interés y los controles biológicos C1, 
C2, C3 y C4. 

4.4.1.  Actividad hemolítica en medio sólido 

Los aislamientos fueron crecidos en 15mL de TSB (Tryptic Soy Broth, Oxoid) (tubo Falcon de 
50mL, 180rpm, 24 horas, 30⁰C) (Ceuppens et al., 2012) hasta una carga bacteriana de 
1×106ufc/mL. De estos cultivos se efectuaron duplicados biológicos. Un volumen de 10µL de 
inóculo se sembró por triplicado en Blood Agar (Tryptic Soy Agar with 5% Sheep Blood, 
Biomerieux), por cada réplica biológica. Se registró el patrón de crecimiento obtenido (actividad 
hemolítica continua débil, continua fuerte o discontinua, Apéndice 4.4) a los 24, 48, 72 horas y 
10 días de incubación a 20⁰C. 

4.4.2.  Detección de Hbl (enterotoxina hemolítica) 

Los aislamientos fueron crecidos en 15mL de TSB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28⁰C, 

(Ceuppens et al., 2012)) hasta una carga bacteriana de 1×106ufc/mL, efectuándose una réplica 

biológica. Luego, estos cultivos fueron centrifugados (7000rpm, 10min, 4⁰C), el sobrenadante 

obtenido fue filtrado (PVDF, 0.22µm, Millex GV) y conservado a 4⁰C por menos de 24 horas. 

Se efectuó una única detección de Hbl por cepa, según las especificaciones del fabricante del kit 
BCET-RPLA Toxin Detection Kit. Se incluyó un control positivo provisto por el kit y un blanco del 
medio TSB estéril. 

La técnica consiste en un ensayo de aglutinación reversa. En el cual partículas de látex son 
sensibilizadas con anticuerpos (Anti-Hbl) y ante la presencia del antígeno (Hbl) en solución se 
genera una reacción de aglutinación. 
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4.5. Crecimiento a 37⁰C en medio sólido 

A partir del grupo de aislamientos de interés, se procedió a la determinar el crecimiento a 37⁰C 

en medio sólido. Se incluyen los controles biológicos C1, C2, C3 y C4 en el ensayo. 

Los aislamientos y controles fueron crecidos 15mL de TSB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 
30⁰C). (Ceuppens et al., 2012) hasta una carga bacteriana de 1×106ufc/mL. Estos cultivos se 
efectuaron duplicados biológicos. Un volumen de 10µL de inóculo se sembró por triplicado en 
LB-Agar para cada réplica biológica. Se registro presencia de crecimiento y diámetro del mismo 
(en caso de corresponder) a los 24, 48, 72 horas y 10 días de incubación a 37⁰C. 

5. Análisis estadístico multivariado 

5.1. Análisis estadísticos multivariados descriptivos 

Los análisis estadísticos multivariados descriptivos efectuados en el presente Capítulo han sido: 
análisis de conglomerados, análisis de correspondencia múltiple y análisis de componentes 
principales, efectuados con el software Infostat, versión 2017p (Di-Rienzo et al., 2011). 

El análisis de conglomerado tiene como objeto la búsqueda de grupos similares de objetos, ya 
sea de muestras como variables. Para cualquier algoritmo de cluster es necesario seleccionar 
una medida de distancia y un método de agrupamiento. Para los datos binarios es recomendable 
la selección como índice de similitud el calculado según Dice y luego la conversión de este a 
distancia por la función sqrt(1-S) (Balzarini et al., 2015). Los métodos de agrupamiento 
jerárquicos son utilizados cuando no se conoce la cantidad de grupos de conglomerados a 
esperar. Del conjunto de estos métodos se seleccionó el UPMGA (unweigthed pair-group 
arithmetic average method), pese a que ensayaron varios sin obtener diferencias entre los 
dendogramas resultantes. 

El análisis de correspondencia múltiple es una técnica exploratoria que permite representar 
gráficamente filas y columnas de una tabla de contingencia multidimensional, generando el 
ordenamiento de datos discretos respecto a la frecuencia de ocurrencia de cada nivel que 
adopta las variables de estudio. Este análisis sugiere relaciones de dependencia entre niveles de 
distintas variables en base a agrupamientos o diferenciaciones de grupos constatados en el 
gráfico resultante. 

El análisis de componentes principales es una técnica de ordenamiento y reducción de 
dimensiones que permite examinar todos los resultados en un espacio de menor dimensión al 
original. Se construyen un número reducido de variables sintéticas o componentes 
(combinaciones lineales ortogonales normalizadas de las variables originales) que explican la 
variabilidad existente de los datos multivariados continuos estandarizados utilizados. 
Comúnmente, se representa dos variables sintéticas y se representa en un mismo espacio el 
ordenamiento de variables y casos mediante la construcción de un diagrama biplot. De este 
análisis puede interpretarse: similitudes y diferencias entre casos (proyección ortogonal de 
punto caso sobre eje componente), variables de mayor inercia que pueden explicar esos 
agrupamientos (proyección ortogonal de punto caso sobre vector variable), correlación entre 
variables. 

5.2. Análisis estadísticos multivariados de inferencia 

Los análisis estadísticos multivariados de inferencia efectuados en el presente Capítulo han sido: 
análisis de correspondencia canónica (CCA), análisis multivariado de la varianza (MANOVA) y 
análsis de regresión lineal múltiple. 
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El análisis de correspondencia canónica fue efectuado con el software Infostat, versión 2017p 
(Di-Rienzo, 2011), en interfase con el software R (3.4.0) utilizando el paquete estadístico vegan. 
Este análisis emplea técnicas de regresión multivariante para evaluar la inferencia de relaciones 
entre una matriz de observaciones (sitios por variables observadas) y una explicativa (sitios por 
variables ambientales que caracterizan dichos sitios). Para el caso de estudios ecológicos 
(Resultados y discusión, inciso 2.3) las variables observacionales presentan una distribución 
unimodal respecto a las variables ambientales (rango dinámico amplios) y en ese caso se utiliza 
el análisis de correspondencia canónica. En caso de que ambos grupos de variables presenten 
una relación lineal (rango dinámico de variables explicativa estrecho) se utiliza el análisis de 
correlaciones canónicas o de redundancia. 

Es de destacar para este análisis que a medida que el número de variables ambientales aumenta 
con respecto al número de observaciones, el resultado del CCA se hace más dudoso, 
independientemente de que las relaciones observadas sean aparentemente fuertes. No 
obstante, se inicia el análisis con un número alto de variables ambientales las cuales se van 
depurando por falta de significancia en explicar la matriz de observaciones y/o colinealidad 
entre ellas. Este proceso se describe en el script adjunto (Apéndice 4.2). 

El resultado del análisis se representa en un gráfico de triplot en el cual se construye con dos 
variables sintéticas (combinación lineal de variables explicativas) y se gráfica los casos (puntos) 
en relación con la totalidad de variables observacionales (puntos) y las variables explicativas 
significativas (vectores). En su interpretación es de destacarse que no supone una descripción 
de la totalidad de la estructura de matriz de observaciones, sino de la parte de la estructura de 
los datos de nuestra matriz de observaciones que pude ser explicada por la matriz ambiental de 
significancia. En esta representación las distancias entre puntos representativos de casos o 
variables observacionales son distancias chi-cuadrado y deben ser interpretadas como tales. Las 
proyecciones ortogonales sobre los vectores de las variables explicativas indican la magnitud de 
la distancia caso-caso y variable-variable. La distancia lineal caso-variable no es interpretable, 
pero la comparación de las proyecciones ortogonales del caso y variable sobre un mismo vector 
explicativo indican la influencia de la variable observacional sobre el caso observado.  

El análisis multivariado de varianzas se utiliza para efectuar inferencias simultáneas sobre los 
efectos de los factores del modelo de análisis en caso de que los tratamientos ejecutados 
presenten una estructura en consecuencia del diseño experimental utilizado. A diferencia del 
análisis de varianza univariado, en este módulo se deberán seleccionar más de una variable 
dependiente. Es necesario probar los supuestos de multinormalidad de los residuos previo a su 
implementación (Balzarini et al., 2008). La multinormalidad fue probada mediante el software 
Infostat, versión 2017p (Di-Rienzo, 2011), en interfase con el software R (3.4.0) utilizando el 
paquete estadístico mvnormtest, que permite efectuar la prueba de Shapiro-Wilk para 
multivariables. Dada la significancia del modelo se efectuó la prueba de comparación de medias 
de Hotelling corregido por Bonferroni con el software Infostat, versión 2017p. 

El análisis de regresión lineal múltiple involucra un conjunto de técnicas estadísticas cuyo 
propósito es la construcción de un modelo para la estimación de la media de una variable 
dependiente a partir de una variable o varias variables independientes o también llamadas 
regresoras, constatando la significancia de relaciones causales. Las variables dependientes que 
se estudiaron fueron las actividades microbianas constatadas en medio líquido cuando las 
fuentes de fósforo eran: fitato de sodio (Aminer), FePO4 (AFe), AlPO4 (AAl) y Ca3(PO4)2 (ACa). Las 
variables regresoras ensayadas fueron: la concentración de ácidos orgánicos obtenidos en el 
sobrenadante de cultivo (dentro del grupo de los siete ácidos orgánicos con capacidad de 
analítica de determinación), la reducción de pH del medio (ΔpH), los índices de Shannon y 
Simpson determinados con el software Infogen, versión 2016 (Balzarini et al., 2015) para el perfil 
de ácidos orgánicos obtenidos y la actividad fitasa para el caso de Aminer. 
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Los análisis fueron efectuados con el software Infostat, versión 2017p (Di-Rienzo et al., 2011). 
Como primera instancia se evaluó la multicolinealidad entre la totalidad de las variables 
regresoras en estudio corroborando que el factor de inflación de varianzas (VIF) tienda a la 
unidad. De este modo se evitó generar modelos redundantes de acotado rango dinámico de 
aplicabilidad. Como segundo aspecto se evaluó la significancia de cada variable regresora para 
el modelo mediante el estudio del gráfico de dispersión de residuos parciales de cada variable 
dependiente con las posibles variables regresoras (sugiere orden polinómico en que debe 
ingresar al modelo), el estadístico de Cp-Mallow (indicador de importancia relativa de las 
variables regresoras en explicar la variable dependiente) y el p-valor de significancia obtenido 
de la prueba T que propone como hipótesis nula la igualdad del valor poblacional del parámetro 
del modelo a cero. Con el criterio de información Akaike y Bayesiano (AIC), (BIC) (lo menor 
posible) se evaluó el mejor modelo de ajuste para un set de datos establecidos. Para la selección 
del modelo lineal múltiple de mejor ajuste se contempló un bajo error cuadrático medio de 
predicción (ECMP), y R2

adj tendiente a la unidad, pudiendo intercomprar modelos de distintos 
sets de datos con estos dos criterios. 
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C. RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Colección de bacterias formadoras de estructura de resistencia con potencial actividad 
movilizadora de fósforo del suelo 

En la selección de los sitios de muestreo se contempló que los mismos difieran en contenido y 
forma predominate de fósforo en el suelo, para el grupo de sitios con y sin historia previa del 
cultivo de soja, respectivamente.  

Se obtuvieron aislamientos a partir de raíces de plantas de soja y su correspondiente suelo 
rizoférico para los sitios sojeros, y de suelo no rizoférico para los sitios sin historia previa en este 
cultivo. Al optar por estos materiales de partida se buscó enriquecer la diversidad genética y 
funcional de los aislamientos obtenidos, con el fin de relevar entre ellos la capacidad funcional 
de movilizar el fósforo. 

La colección se conformó por 182 aislamientos de bacilos gram positivos que presentaron la 
capacidad de formar estructuras de resistencia, entre los cuales se relevaron 25 morfotipos de 
colonia descriptos en el Apéndice 4.1.  

2. Caracterización de la colección bacteriana por la capacidad de solubilizar y/o mineralizar 
fósforo inorgánico y/o orgánico en medio sólido y selección del grupo de aislamientos 
promisorios (1° Nivel de screening). 

2.1. Determinación semicuantitativa de actividad solubilizadora de (FePO4:AlPO4:Ca3(PO4)2) 
y actividad mineralizadora en medio sólido. 

Diferentes medios de cultivos han sido reportados para evaluar la capacidad de solubilizar y/o 

mineralizar el fósforo inorgánico y/o orgánico en medio sólido (Pikovskaya et al., 1948; Angle et 

al., 1991; Richardson et al., 1997; Nautiyal et al., 1998; Hill et al., 2007; Jorquera et al., 2008; 

Maougal et al., 2014). En estos medios se buscar simular la concentración y relación de 

macronutrientes y micronutrientes disponibles en el suelo. El medio líquido reportado en 

Maougal (2014) fue el seleccionado al ser un medio sintético, reproducible, que presenta la 

concentración y relación consensuada de los principales macronutrientes. 

Las fuentes de fósforo ensayadas fueron: fitato de sodio, Ca3(PO4)2y la triple mezcla de FePO4, 

AlPO4, Ca3(PO4)2. El nivel de fósforo total (mg-P/L) utilizado en estos tres medios fue 708ppm, 

encontrándose en orden con la concentración a la cual se encuentran en los medios citados. Sin 

embargo, el nivel de fósforo total para suelos de campo natural sin fertilización previa de 

Uruguay fue entre 200 y 800 ppm. Los contenidos de P en formas inorgánicas oscilan en términos 

generales entre 40 y 300 ppm, en tanto que en las formas orgánicas entre 60 a 300 ppm siendo 

inferiores a la concentración de trabajo (Hernández et al., 1995). 

Si bien se ha empleado ampliamente el Ca3(PO4)2 como fuente de fósforo inorgánico para la 

selección in vitro de bacterias solubilizadoras, son numerosos los reportes en que se constata 

que los candidatos seleccionados mediante esta estrategia no manifiestan la capacidad de 

solubilizar al efectuarse el ensayo en planta (Bashan et al., 2012). Esto en parte se atribuye a 

que la movilización de fósforo es un proceso complejo, afectado por numerosos factores 

químicos y biológicos, requeriendo una visión integradora de ambos aspectos para la 
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compresión de este. El utilizar múltiples fuentes de fósforo inorgánico busca contemplar la 

interacción química de las mismas, y modelar la fracción inorgánica del suelo por otros 

componentes menos solubles que Ca3(PO4)2. Por ello, se decide efectuar la triple mezcla de 

FePO4, AlPO4, Ca3(PO4)2 a la proporción reportada para suelos del Uruguay (46:35:19) 

(Hernández et al., 1995). 

Una vez corroborado los controles biológicos incluidos en cada corrida de análisis se recabaron 

los datos a los 6 días de incubación, tiempo de incubación al cual se obtuvo una mayor 

diferenciación entre aislamientos. 

La capacidad funcional de mineralizar el P-Org se constató en el 13% del total de aislamientos, 

siendo del orden a lo obtenido por otras estrategias (Demirkan et al., 2014). La capacidad 

funcional de solubilizar el P-Ca (crecimiento y formación de halo) fue de 18%. En la triple mezcla 

solo se obtuvo crecimiento para este tiempo de incubación en el 31% de los aislamientos. 

En base a la totalidad de datos recabados se construyó una matriz de presencia/ausencia de 

crecimiento y formación de halo para los tres medios empleados y tras un análisis de 

conglomerados jerárquico por el método de UPGMA (unweigthed pair-group arithmetric 

average method) se obtuvieron 13 grupos de conglomerados (Figura 2). 

 

Figura 2. Dendograma obtenido a partir de la matriz distancia basada en el índice de similitud (S) Dice y transformación 

sqrt(1-S), por el método de UPGMA. A cada conglomerado se le asigna una codificación fenotípica de acuerdo con 

una respuesta positiva (1) ó negativa (0) en crecimiento y formación de halo en los tres medios sólidos: PT, PCa y 

POrg. Se enmarcan en azul los conglomerados preseleccionados. Del grupo G11 solo se representa un candidato de 
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los 91 que pertenecen a este conglomerado. El sufijo “ILLB” del nombre del aislamiento es sustituido por “B” en esta 

figura. 

Los aislamientos pertenecientes a los grupos G6 y G7, crecieron y formaron halo en PCa y POrg. 

Los aislamientos pertenecientes al G7 crecieron además en PT a diferencia del G6. Estos 24 

aislamientos preseleccionados pasaron al 2do nivel de screening. Cabe mencionar que 11 de los 

25 morfotipos constatados originalmente en la colección pasaron al 2do nivel de screening. 

Como primera aproximación, se constató una mayor abundancia de aislamientos con la 

capacidad funcional de interés aislados a partir de raíces de plantas de soja y suelo rizosférico, 

en comparación con los recabados a partir de suelo no rizoférico de sitios sin historia previa en 

este cultivo. Una eventual presión de selección ejercida por la planta y/o condiciones de cultivo 

sobre los microorganismos de la rizósfera (Mendes et al., 2013), pudo haber seleccionado 

aislamientos cultivables con la capacidad de mineralizar P orgánico y/o solubilizar P inorgánico. 

Se ha reportado la presión de selección que ejerce la planta de distintos cultivares en la selección 

de bacterias solubilizadoras de P inorgánico, bajo diferentes manejos agronómicos en suelos 

nacionales (Azziz et al., 2012). En dicho trabajo, al implementar una estrategia de aislamiento 

no sesgada al enriquecimiento de bacterias formadoras de estructuras de resistencia, se 

constató la selección del género bacteriano Pseudomonas, minimizando la recuperación de 

miembros del grupo Bacillus s.l. cultivables.  

Estudios estádisticos multivariados de inferencia presentados a continuación en este manuscrito 

(inciso 2.3) confirman esta hipótesis. 

2.2. Estudios filogenéticos a partir del gen 16S ARNr y el gen gyrB. 

Al grupo de aislamientos promisorios seleccionado (ILBB64, ILBB65, ILBB44, ILBB152, ILBB147, 

ILBB63, ILBB68, ILBB81, ILBB139, ILBB133, ILBB138, ILBB134, ILBB58, ILBB95, ILBB172, ILBB173, 

ILBB7, ILBB38, ILBB55, ILBB19, ILBB15, ILBB46, ILBB67, ILBB130) y a un aislamiento 

representativo de cada uno de los 25 morfotipos de colonia (para completar los 25 morfotipos 

se sumaron los aislamientos: ILBB71, ILBB166, ILBB58, ILBB40, ILBB172, ILBB11, ILBB69, ILBB20, 

ILBB21, ILBB181, ILBB13, ILBB154, ILBB149, ILBB180, ILBB162, ILBB70, ILBB123), se les efectuó 

la caracterización molecular en base a la secuenciación de los genes 16S ARNr y gyrB. 

En base al porcentaje de similitud de las secuencias parciales de nucleótidos del gen ARNr 16S 

de cada aislamiento con sus correspondientes secuencias tipos se identificaron 15 grupos 

filogenéticos (Apéndice 4.6). 

Para el grupo Paenibacillus spp. se construyo el árbol filogenético con las secuencias del gen 16S 

ARNr (Figura 3), en el que se distinguen 4 clados. En el primer clado se agruparon tres 

aislamientos (ILBB133, ILBB134, ILBB138) con la secuencia tipo de Paenibacillus silvae (DB13031) 

(100% Bootstrap). El segundo clado está formado por las secuencias tipo de Paenibacillus 

amylolyticus, Paenibacillus xylanexedens, el cual no puede ser resuelto con las secuencias del 

gen 16S ARNr (99% Bootstrap). Un tercer clado formado por la secuencia tipo de Paenibacillus 

dongdonensis (KUDC0114), y un cuarto clado fue conformado por las secuencias de la cepa tipo 

de Paenibacillus durus y el aislamiento ILBB68 (100% Bootstrap).  

Para los aislamientos ILBB11, ILBB40, ILBB58, ILBB69, ILBB95, ILBB130, ILBB172, ILBB173 el 

estudio fiogenético efectuado a partir de las secuencias del gen 16S ARNr arrojó porcentajes de 
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similitud mayores al 98% con las secuencias tipo de Bacillus megaterium (ATCC 14581) y Bacillus 

aryabhattai (B8W22). A estos aislamientos se les asigna como identificación filogenética el taxa 

Bacillus megaterium/aryabhattai. 

El estudio filogenético efectuado para los aislamientos ILBB81, ILBB162, ILBB44, ILBB7, ILBB70 

consistió en la construcción de árboles filogenéticos que no se presentan en el manuscrito, no 

obstante, en la Tabla 8. se informa el porcentaje de similitud de estos aislamientos con la 

secuencia tipo del gen 16S ARNr correspondiente.  

Si bien el análisis de secuencias del gen 16S ARNr es el método de identificación bacteriano por 

excelencia, su aplicación a la identificación de especies fuertemente relacionadas es de poca 

utilidad, como es el caso de las especies que integran el grupo Bacillus cereus sensu lato (Wang, 

2007). Se ha confirmado que el polimorfismo de los productos de amplificación del gen 16S ARNr 

de cepas pertenecientes al grupo Bacillus cereus sensu lato no permite su discriminación a nivel 

de especie (Borin, 1997).  

Como alternativa se trabaja como marcador filogenético alternativo, el gen gyrB, que codifica 

para la subunidad β de la DNA-girasa (La Duc et al., 2004), al tratarse de un gen de copia única, 

altamente evolutivo, constitutivo (housekeeping) e independiente del fenotipo de virulencia que 

la cepa presente. 

Se recurrió a este segundo marcador filogenético para los complejos que no pudieron ser 

resueltos por las secuencias del gen 16S ARNr. Estos complejos son: el grupo Bacillus cereus 

sensu lato (Figura 4), Lysinibacillus xylanilyticus/macroides (Figura 5), Lysinibacillus 

fusiformis/sphaericus/varians (Figura 5) y Bacillus simplex/muralis/butanolivorans (Figura 6). 

Dado que se obtuvieron árboles con un nivel de resolución y capacidad discriminante suficiente 

con las secuencias del gen gyrB, no se efectuaron estudios de filogenia concatenando de ambos 

genes. 

En la Figura 4 se muestra el árbol filogenético para el grupo Bacillus cereus sensu lato en el que 

se distinguen dos clados (100% Bootstrap). En el primer clado (violeta) correlaciona con el 

Cluster I reportado por Punina (2013), y se distinguen dos grupos (75% Bootstrap). El grupo A, 

está conformado por un subgrupo constituido por cepas de B.anthracis patogénicas, el 

aislamiento ILBB123, y la cepa B.thuringiensis (cepa  BGSC 4B1), subgrupo Z (reportado como 

Bt+Ba). Otros subrupos del grupo A definido por Punina et al. (2013) no se encuentran 

representados en la Figura 4. En el grupo B se encuentran dos subgrupos, el subgrupo Y 

(reportado como B.cereus I) en el cual se agruparon secuencias de cepas de B. thuringiensis con 

la secuencia de la cepa tipo de B.cereus (ATCC 14579 patogénica para el humano) y el subrupo 

X (reportado como Bt I) conformado sólo por secuencias de B. thuringiensis con las cuales se 

agrupó la secuencia del aislamiento ILBB55. El segundo clado (verde), el cual correlaciona con el 

Cluster II publicado por Punina et al. (2013), está formado mayoritariamente por secuencias de 

cepas de B.thuringiensis  utilizadas en la producción industrial y por las de los aislamientos 

ILBB19, ILBB38, ILBB71, ILBB139, ILBB147 y ILBB166. Para el aislamiento ILBB55 se efectuó el 

estudio de toxicidad aguda oral en ratones efectuado según a OECD Test Guideline 425 (el cual 

no se presenta en este manuscrito) para una dosis de 2000mg de esporas/Kg, cumplió las 

exigencias de la normativa vigente para inoculantes microbianos. 
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En la Figura 5 se muestra el árbol filogenético para el grupo Lysinibacillus spp. en el que se 

distinguen cinco clados. En el primer clado se agruparon cuatro aislamientos (ILBB63, ILBB64, 

ILBB65, ILBB149) con la secuencia tipo de Lysinibacillus xylanilyticus (DSM 23493) (97% 

Bootstrap). El segundo clado comprendió a las secuencias de los aislamientos ILBB0152 y 

ILBB154 y la secuencia tipo de Lysinibacillus parviboronicapiens (K13154) (99% Bootstrap). En el 

tercer clado se encontró la secuencia tipo del Lysinibacillus macroides (DSM 54), resolviendo el 

complejo: Lysinibacillus xylanilyticus/macroides. El cuatro clado se conformó por tres subgrupos, 

el primero incluyó la secuencia tipo de Lysinibacillus boronitolerans (NBRC 103108), el segundo 

la secuencia de Lysinibacillus fusiformis (RB21) y el tercero secuencias de Lysinibacillus 

shpaericus (78% Bootstrap). Por último, en el quinto clado se agruparon las secuencias del 

aislamiento ILBB180 con la cepa tipo Lysinibacillus varians (GY32) (100% Bootstrap). El estudio 

filogenético con las secuencias parciales del gen gyrB resolvió el complejo Lysinibacillus 

fusiformis/sphaericus/varians. Para el aislamiento ILBB7 no se pudo obtener una secuencia del 

gen gyrB del largo y calidad adecuada para agregar al árbol filogenético del grupo de 

Lysinibacillus spp. Por ello en base al estudio efectuado con la secuencia del gen 16S ARNr, 

complementado con la capacidad de crecer en LB-NaCl (7%) y la posición terminal de espora en 

el bacilo (Ahmed et al., 2007) se le asignó la identificación presuntiva de Lysinibacillus fusiformis. 

La Figura 6 muestra el árbol filogenético del complejo Bacillus simplex/muralis/butanolivorans 

el cual logra resolverse por el análisis de la secuencia parcial del gen gyrB al identificarse tres 

clados. Un primer clado en el cual las secuencias de la cepa tipo de Bacillus simplex (Se2) se 

agrupó con la de seis aislamientos (ILBB13, ILBB20, ILBB21, ILBB67, ILBB181) (58% Bootstrap). El 

segundo constituido por las secuencias de la cepa tipo de Bacillus butanolivorans y el aislamiento 

ILBB15 (99% Bootstrap) y por último un tercer clado con la secuencia de la cepa tipo de Bacillus 

muralis (DSM 16288). 

En el Tabla 7. se indica la identificación filogenética del grupo de los aislamientos promisorios 

(grupo de conglomerado G6 y G7) y los candidatos seleccionados de cada morfotipo de colonia. 
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Tabla 7. Identificación filogenética del grupo de aislamientos promisorios (grupo de conglomerado G6 y G7) y candidato seleccionado de cada morfotipo de colonia 

Grupo 
conglomerado 

Código B Identificación filogenética Morfotipo Código B Identificación filogenética 

6 

ILBB64 Lysinibacillus xylanilyticus 1 ILBB71 Bacillus thuringiensis 

ILBB65 Lysinibacillus xylanilyticus 2 ILBB20 Bacillus simplex 

ILBB44 Bacillus pumilus 3 ILBB58 Bacillus megaterium/aryabhattai 

ILBB152 Lysinibacillus parviboronicapiens 4 ILBB21 Bacillus simplex 

ILBB147 Bacillus thuringiensis 5 ILBB149 Lysinibacillus xylanilyticus 

ILBB63 Lysinibacillus xylanilyticus 6 ILBB166 Bacillus thuringiensis 

ILBB68 Paenibacillus durus 7 ILBB40 Bacillus megaterium/aryabhattai 

ILBB81 Bacillus marisflavi 8 ILBB172 Bacillus megaterium/aryabhattai 

ILBB139 Bacillus thuringiensis 9 ILBB44 Bacillus pumilus 

ILBB133 Paenibacillus silvae 10 ILBB162 Bacillus pseudomycoides 

ILBB138 Paenibacillus silvae 11 ILBB154 Lysinibacillus parviboronicapiens 

ILBB134 Paenibacillus silvae 12 ILBB7 Lysinibacillus fusiformis 

7 

ILBB58 Bacillus megaterium/aryabhattai 13 ILBB11 Bacillus megaterium/aryabhattai 

ILBB95 Bacillus megaterium/aryabhattai 14 IBBB38 Bacillus thuringiensis 

ILBB172 Bacillus megaterium/aryabhattai 15 ILBB19 Bacillus thuringiensis 

ILBB173 Bacillus megaterium/aryabhattai 16 ILBB181 Bacillus simplex 

ILBB7 Lysinibacillus fusiformis 17 ILBB13 Bacillus simplex 

ILBB38 Bacillus thuringiensis 18 ILBB180 Lysinibacillus varians 

ILBB55 Bacillus thuringiensis 19 ILBB15 Bacillus butanolivorans 

ILBB19 Bacillus thuringiensis 20 ILBB46 Bacillus simplex 

ILBB15 Bacillus butanolivorans 21 ILBB69 Bacillus megaterium/aryabhattai 

ILBB46 Bacillus simplex 22 ILBB68 Paenibacillus durus 

ILBB67 Bacillus simplex 23 ILBB81 Bacillus marisflavi 

ILBB130 Bacillus megaterium/aryabhattai 24 ILBB70 Virigibacillus arenosi 

   25 ILBB123 Bacillus anthracis 
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A 

B 

 Bacillus thuringiensis S2032 (KC435123.1) 
 ILBB55 
 Bacillus thuringiensis BGSC-4G4 (EU761197.1) 
 Bacillus thuringiensis H-10 (AY461770.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T18 001 (EU761194.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T20 001 (EU761190.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T18A001 (EU761183.1) 
 Bacillus thuringiensis BGSC-4F2 (EU761178.1) 
 Bacillus cereus NC7401 (AP007209.1) 
 Bacillus cereus JCM 2152T (AF090330.1) 
 Bacillus cereus ATCC 14579 (AB014101) 

 Bacillus thuringiensis IEBC-T28A003 (KC435126.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T06A001 (EU761172.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T08B001 (EU761170.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T10A001 (EU761169.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T30001 (KC435128.1) 
 Bacillus thuringiensis BGSC 4B1 (KC435122.1) 

 ILBB123 
 Bacillus anthracis AMEST (AE016879) 
 Bacillus anthracis 2H (AF090333.1) 

 Bacillus thuringiensis Bta (KC435121.1) 
 ILBB139 
 ILBB147 

 ILBB166 
 ILBB71 

 Bacillus thuringiensis IEBC-T11A001 (EU761167.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T24 001 (EU761191.1) 
 ILBB19 
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 Bacillus thuringiensis BGSC 4Q1 (KC435125.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T10 001 (EU761185.1) 
 Bacillus thuringiensis BGSC-4C1 (EU761175.1) 
 Bacillus thuringiensis BGSC-4K1 (KC435129.1) 

 Bacillus thuringiensis IEBC-T44001 (KC435124.1) 
 Bacillus thuringiensis IEBC-T03B001 (EU761173.1) 

 Bacillus thuringiensis s IEBC-T08A001 (EF210275.1) 
 Bacillus thuringiensis ATCC 10792 NZ (CM000753.1) 
 Bacillus thuringiensis IAM 12077T (AF090331.1) 

 Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1) 
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Figura 3. Árbol filogenético basado en la secuencia parcial de nucleótidos del gen ARNr 16S. Se incluyeron los 

aislamientos de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra T. Las secuencias se 

analizaron por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo de Kimura. Los 

valores de Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala es el promedio de los 

nucleótidos diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizó Bacillus polymyxa NCDO 1774 (X60632). 

 ILBB134 

 ILBB138 

 ILBB133 

 Paenibacillus silvae DB13031T (KC835077.1) 

 Paenibacillus dongdonensis KUDC0114T (KF425513.1)  

 Paenibacillus xylanexedens B22AT (NR 044524.1) 

 Paenibacillus amylolyticus NRRL NRS-290T (NR 025882.1) 

 ILBB68 

 Paenibacillus durus ATCC 35681T (CP011114.1) 

 Bacillus polymyxa NCDO 1774 (X60632) 
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Figura 4. Árbol filogenético del grupo Bacillus cereus basado en la secuencia parcial de nucleótidos del gen gyrB. 

Se incluyeron los aislamientos de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra 

T. Las secuencias se analizaron por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el 

modelo de Kimura. Los valores de Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala 

es el promedio de los nucleótidos diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizó Bacillus pumilus ATCC 14884 

(KC895462.1).  
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 Figura 5. Árbol filogenético basado en la secuencia parcial de nucleótidos del gen gyrB. Se incluyeron los aislamientos 

de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra T. Las secuencias se analizaron 

por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo de Kimura. Los valores de 

Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala es el promedio de los nucleótidos 

diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizó Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1).  

Figura 6. Árbol filogenético basado en la secuencia parcial de nucleótidos del gen gyrB. Se incluyeron los aislamientos 

de interés y especies tipo depositadas en GenBank, las cuales se indican con la letra T. Las secuencias se analizaron 

por el método de Neighbour Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo de Kimura. Los valores de 

Bootstrap basados en 1000 réplicas se muestran en los nodos. La barra de escala es el promedio de los nucleótidos 

diferentes por sitio. Como grupo externo se utilizó Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1).  

Tabla 8. Similitud de secuencia parcial de nucleótidos del gen ARNr 16S  

Aislamiento gen Especie Hit Similitud (%) Número acceso 

ILBB7 16S Lysinibacillus fusiformis NBRC15717T 100 NR112569.1 

ILBB81 16S Bacillus marisflavi TF-11T 98 NR118437.1 

ILBB44 16S Bacillus pumilus ATCC 7061T 99 AY876289.1 

ILBB162 16S Bacillus pseudomycoides DSM 12442T 98 AM747226.1  

ILBB70 16S Virigibacillus arenosi LMG 22166T 99 AJ627212.1 

 

 

 ILBB65 
 ILBB149 

 ILBB63 
 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T (LFXJ01000002.1) 
 ILBB64 
 Lysinibacillus xylanilyticus SR-86 (NZ MDDN00000000.1) 

 ILBB154 

 Lysinibacillus parviboronicapiens K13154T KM090847.1 
 ILBB152 
 Lysinibacillus macroides DSM 54T (NZ LGCI01000014.1) 

 Lysinibacillus boronitolerans NBRC 103108T (JPVR01000074.1) 
 Lysinibacillus fusiformis RB-21 (CP010820.1) 
 Lysinibacillus sphaericus III(3)7 (CP014856.1) 

 Lysinibacillus sphaericus OT4b.25 NZ (CP014643.1) 

 Lysinibacillus sphaericus 2362 NZ (CP015224.1) 
 Lysinibacillus varians GY32 (JN860069) 

 ILBB180 
 Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1) 
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 Bacillus simplex IARI-L-118 (KJ474980.1) 
 ILBB181 
 Bacillus simplex Se2 (HQ597039.1) 
 ILBB67 
 ILBB20 

 ILBB46 
 ILBB21 

 Bacillus simplex NBRC 15720T (LC164025.1) 
 Bacillus simplex SH-B26 (CP011008.1) 

 ILBB13 
 Bacillus butanolivorans DSM 18926T (LC164023.1) 
 ILBB15 

 Bacillus muralis DSM 16288T (LC164024.1) 
 Bacillus megaterium NBRC 15308T (CP009920.1) 

 Bacillus pumilus ATCC 14884 (KC895462.1) 

99 

99 

99 

58 
97 

81 

67 

99 
67 

0.05 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM747226.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=68&RID=59JHJCDR015
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Para el conjunto de aislamientos sujetos al estudio filogenético se identificaron en total 15 

grupos como posibles especies. La secuenciación del genoma completo, estudios de hibridación 

in silico y pruebas bioquímicas confirmarían lo propuesto. No obstante, en el presente 

manuscrito se las mencionará como especies. 

En el grupo de cepas constituido por los candidatos de cada uno de los 25 morfotipos, se 

encontraron presentes 14 de las 15 especies obtenidas. Por lo que la asignación de morfotipo 

fue degenerada, al establecer más de un morfotipo a una misma especie. Aquellas especies a 

las que se les asigna más de un morfotipo son: Bacillus thuringiensis, Bacillus simplex y el taxa 

Bacillus megaterium/ aryabhattai. En parte esto puede atribuirse a las variaciones del morfotipo 

de colonia de Bacillus s.l. con el tiempo de incubación (Julianelle et al., 1928). 

En el grupo de cepas seleccionados por el 1er nivel de screening se constataron 11 especies de la 

cuales las más representadas fueron la especie Bacillus thuringiensis y el taxa Bacillus 

megaterium/aryabhattai. Por tanto, una alta proporción de las especies recabadas en la 

colección se mantuvieron presentes dentro del grupo de aislamientos promisorios. 
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2.3. Análisis multivariados de la colección bacteriana obtenida y procedencia de grupo de 
cepas promisorias 

Dado el proceso de construcción de la colección bacteriana cada aislamiento está caracterizado 

por: morfotipo de colonia (M1 a M25), sitio de muestreo ((E, MSI, T, A, CH, SC) y (IT, TA, YU, SP, 

MA) sitios con y sin historia previa del cultivo de soja, respectivamente), material parental (raíces 

de planta de soja, suelo rizoférico y no rizoférico), capacidad de crecimiento en medio sólido  LB 

durante 24hs de incubación a 50⁰C (crece, no crece) y el grupo de conglomerado de acuerdo a 

su capacidad de movilizar el fósforo in vitro (G1 a G13). Para explorar el agrupamiento de los 

niveles de estas cinco variables categóricas se efectuó un análisis de correspondencia múltiple 

(ACM) (Figura 7) del total de aislamientos que conforman la colección.  

 

El gráfico sugiere el agrupamiento de los sitios con y sin historia previa en el cultivo de soja según 

el eje 1 (a la izquierda y derecha de la figura, respectivamente).  

El grupo de conglomerado G13 el cual corresponde a la ausencia crecimiento y formación de 

halo en ninguno de los tres medios sólidos de fósforo se discrimina según el eje 2, de los dos 

grupos anteriormente mencionados, sugiriendo una ausencia de dependencia con ningún sitio. 

Los sitios sin historia previa en el cultivo de soja agruparon con los grupos de conglomerados 

G1, G3 y G4, y los morfotipos de colonia M24 y M25, de los menos representados en la colección 

y que no corresponden a los grupos con la capacidad funcional de interés.  

Figura 7. Biplot de un Análisis de Correspondencia Múltiple a partir de la totalidad de aislamientos, correspondiente 

al cruce de las variables: sitio de muestreo (en negrita se indican los sitios no sojeros), morfología colonia, material 

parental [raíz (R) /suelo rizoférico (S-R) / suelo no rizoférico (S-CN-bulk)], grupo del análisis de conglomerado, 

crecimiento a 50⁰C. 
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En cambio, los sitios sojeros agrupan con los grupos de conglomerados promisorios (G6 y G7) y 

con los morfotipos de colonia de mayor frecuencia en la colección (M18 y M20). Sin embargo, 

la distribución de los distintos sitios sojeros en relación con los niveles de los restantes factores 

no se encuentra resuelta mediante este análisis. En consecuencia, se efectúa un segundo análisis 

de correspondencia múltiple sólo para los aislamientos provenientes de los sitios sojeros. Se 

sustituye el factor morfotipo de colonia por el taxon que cada uno representa en base a lo 

obtenido en el estudio filogenético. Los siete niveles de este nuevo factor son: Lysinibacillus spp., 

B.pumilus/B.safensis, B.thuringiensis, B.marisflavi, Paenibacillus spp., B. 

aryabhattai/B.megaterium, B.simplex/muralis/B.butanolivorans. El factor grupo de 

conglomerado se sustituye por los factores capacidad mineralizadora y solubilizadora (cada uno 

a los niveles moviliza, no moviliza) (Figura 8). 

 

 

Este gráfico sugiere la dependencia entre la capacidad de movilizar el fósforo orgánico e 

inorgánico y crecimiento a 50⁰C, asociado a los aislamientos provenientes de la rizósfera de los 

sitios MSI, T, SC pertenecientes a los taxas Lysinibacillus spp. y Bacillus simplex.  

Este análisis exploratorio nos permitió separar sitios sojeros que agrupan con la capacidad 

funcional de movilizar fósforo y otros que no, surgiendo el interés de evaluar la significancia de 

este agrupamiento mediante un análisis de inferencia estadística. En función de ello se realizó 

un análisis de correspondencia canónica (ACC) para los aislamientos obtenidos de la rizósfera de 

la planta de soja. La matriz explicativa se construyó a partir de los 15 parámetros fisicoquímicos 

del suelo de cada sitio listados en la Tabla 5. La matriz de observaciones se construyó con la 

abundancia de aislamientos que: mineralizan el POrg, solubilizan el Ca3(PO4)2, crecen en la triple 

mezcla de fuentes de fósforo, crecen a 50⁰C, pertenecen a los taxas B. thuringiensis, 

Lysinibacillus spp., B. simplex. Solo se trabajó con estos tres taxas por ser de las más 

representadas en la colección, dada la necesidad de reducir el número de variables de 

Figura 8. Biplot de un Análisis de Correspondencia Múltiple a partir de aislamientos obtenidos de sitios sojeros, 

correspondiente al cruce de las variables: sitio de muestreo, grupo taxonómico, material parental [raíz (R) /suelo 

rizoférico (S-R)], capacidad mineralizadora, capacidad solubilizadora, crecimiento a 50⁰C. 
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observaciones para no degenerar el análisis. Las abundancias se expresaron como frecuencia 

relativa al total de aislamientos obtenidos de la rizósfera de cada sitio. Tras la depuración de las 

variables explicativas ensayadas (tanto por colinealidad entre ellas o por no ser 

significativamente explicativa de la matriz de observaciones) se obtiene el siguiente diagrama 

triplot del ACC que explica el 77.5% de la variabilidad total de la matriz de observaciones (Figura 

9). 

De las 15 variables ensayadas 5 fueron las significantes, representadas como vectores en la 

Figura 9. Para el grupo de aislamientos estudiados las cepas que presentaron las capacidades 

funcionales de interés se encontraron ligadas a los taxas Lysinibacillus spp. y B. thuringienisis, y 

no así a B. simplex como lo sugería el ACM. 

La capacidad de movilizar fósforo presentó una dependencia con los sitios sojeros SC, MSI, T, tal 

lo indicaba el ACM. Las proyecciones ortogonales de los sitios sobre las variables ambientales 

explicativas significativas representadas como vectores en el diagrama, caracteriza a estos sitios 

por presentar niveles medios a altos en el contenido de bases intercambiables y de bajos a 
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Figura 9. Triplot de Análsis de Correspondencia canónica. Objetos de estudio: Sitios sojeros: Aguila (A), Chaja (CH), 
Mercedes (MSI), Paraje Ramón Trigo (T), Zona Este (E). Variables cualitativas observaciones son la abundancia de 
aislamientos de suelo rizóferico que: mineralizan fósforo orgánico, solubilizan fósforo inorgánico, crecimiento en 
triple mezcla inorgánica, crecimiento a 50⁰C y pertenecen a los taxas: Lysinibacillus spp., B.thurigiensis, B.simplex.  
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medio en la acidez titulable. Esto es coherente con lo reportado para la abundancia de bacterias 

solubilizadoras cultivables en suelos arroceros, donde se obtuvo una correlación significativa 

positiva con el contenido de bases intercambiables (Mg y K) (Kumar et al., 2017). 

Es de destacar que los resultados recabados no son extrapolables a inferencias ecológicas, dado 

el sesgo inherente a la técnica de cultivo mediante la cual puede explorarse menos de 1% de la 

comunidad microbiana del suelo, pudiendo recurrirse a otras técnicas de mayor cobertura para 

profundizar en esta hipótesis. 

Como segunda perspectiva es de destacar la falta de significancia del fósforo asimilable 

determinado por las técnicas Bray I, Ácido Cítrico y resina de intercambio catiónico en explicar 

la variación total de la matriz observaciones. (Jorquera et al., 2011). Una caracterización de estos 

suelos respecto al contenido de fósforo inorgánico y orgánico por separado, así como la 

profundización de las distintos componentes de fracción orgánica de fósforo por 31P-

Espectroscopia de resonancia magnética (P-RMN) (Cade-Menun et al., 2017; Liu et al., 2018), 

puede que ponga de manifiesto otras asociaciones de interés. 
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3. Caracterización del grupo de cepas promisorias por la capacidad de solubilizar y/o 
mineralizar fósforo inorgánico y/o orgánico en medio líquido y selección de grupo de interés 
(2° Nivel de Screening). 

3.1. Cuantificación de actividad solubilizadora de (FePO4:AlPO4:Ca3(PO4)2) y actividad 
mineralizadora en medio líquido. 

La determinación de la actividad movilizadora de diferentes fuentes de fósforo en medio líquido 

tuvo por objetivos: corroborar la actividad funcional constatada en medio sólido y ordenar el 

grupo de cepas promisorias por medio de una variable cuantitativa para esta nueva etapa de 

selección (2do nivel de screening). 

Entre los factores que influyen en la determinación de la actividad movilizadora en medio líquido 

y dado la complejidad del fenómeno, deben contemplarse aspectos nutricionales, fisiológicos y 

de condiciones de cultivo (Behera et al., 2014). Los factores estudiados fueron: generación del 

inóculo, evaluación del seguimiento del crecimiento del cultivo junto con la movilización de 

fósforo y selección de técnica analítica de cuantificación del ion ortofosfato en solución. 

En la generación del inóculo fue necesario implementar una revitalización de la cepa previo a la 

inoculación que consistió en sembrar la cepa conservada en glicerol 25% en un medio sólido con 

la correspondiente fuente de fósforo a ensayar. A partir de este cultivo se generó el inóculo del 

medio líquido. La eventual pérdida de función se constató sólo para algunas cepas, no obstante 

se decidió incluir esta etapa de revitalización para la totalidad de las cepas y fuentes de fósforo 

ensayadas. En el caso de pérdida de la actividad mineralizadora, podría atribuirse a una eventual 

represión de la sintesís de fitasas cuando el cultivo sólido de partida para la generación del 

inóculo del medio líquido proviene de un medio rico en nutrientes (Konietzny et al., 2004).  

Otro aspecto que se evaluó fue el lavado del inóculo para la eliminación de iones ortofosfato u 

otras fuentes de fósforo disponibles, dado que la variable respuesta estudiada es la cantidad de 

ion ortofosfato liberado en relación con el tiempo de incubación. Hay reportes que optan por 

no lavar el inóculo, desestimando este aporte de fósforo (Nautiyal et al., 1998; Jorquera, et al., 

2008). En pruebas intermedias se constató un incremento de la duración de la fase lag del cultivo 

con el lavado, por lo cual se desistió de lavar el inóculo y se efectuó la determinación del ion 

ortofosfato del medio de cultivo recién inoculado. 

El seguimiento del crecimiento del cultivo en forma conjunta con la liberación del ion ortofosfato 

fue desestimado dado el interés de determinar la actividad microbiana inicial (la actividad fitasa 

del cultivo inicia en la etapa de transición entre las fases exponencial y estacionaria). La 

concentración del ion ortofosfato en un cultivo en fase estacionaria tardía es afectada por varios 

procesos microbianos y no solo por la mineralización (tales como la inmovilización y/o liberación 

del contenido celular en el ciclado de la biomasa microbiana). Algunos estudios no efectúan el 

seguimiento de la biomasa del cultivo al efectuar el seguimiento del ion ortofosfato en los 

menores tiempos de incubación, recurriendo a técnicas de sensiblilidad analítica para su 

cuantificación (Sosanaka et al., 2016). Tao et al. (2008) realizaron la determinación de fósforo 

en el sobrenadante del cultivo y en la biomasa a los tres días de incubación en un medio a base 

de lecitina de yema de huevo como fuente natural de fósforo orgánico. Para ese tiempo de 

incubación se constató que la totalidad del fósforo mineralizado es asimilado por el cultivo y la 

fracción remanente en el sobrenadante se encuentra por debajo del límite de detección de la 
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técnica analítica. Por lo que en este ensayo se efectuó el seguimiento de la liberación del ion 

ortofosfato a menores tiempos de incubación. 

En la selección de la técnica analítica de cuantificación del ión ortofosfato en solución se 

contempló que fuese la de mayor sensibilidad analítica entre las distintas metodologías 

espectrofotométricas. Por ello, en base a un estudio previo se decidió trabajar con la técnica de 

azul de molibdeno, pese a que el rango dinámico de la misma es significativamente inferior al 

rango de trabajo teniendo que diluir la muestra previo a su determinación (Apéndice 3.1). La 

alta concentración inicial de ion ortofosfato proviene del reactivo de fitato de sodio que es 

elaborado a partir de una fuente natural (arroz). 

La actividad mineralizadora y solubilizadora de los controles biológicos C1 y C4 se comportaron 

de acuerdo a lo esperado y no presentaron diferencias significativas entre las cuatro corridas, lo 

cual valida la comparación de los resultados obtenidos en diferentes corridas. Los blancos 

analíticos no presentaron niveles detectables de ion ortofosfato durante las 48h de incubación 

en ninguna de las corridas.  

En la Figura 10. se representa la actividad solubilizadora y mineralizadora para las 24 cepas 

seleccionadas y los controles biológicos incluidos en cada corrida de análisis, ordenadas en 

forma decreciente respecto a la actividad mineralizadora, de izquierda a derecha. 

 

Figura 10. Actividad solubilizadora (PT) y mineralizadora (POrg) de C2, C3 y las cepas pertenecientes al G6 y G7. 

Actividad solubilizadora (PT) y mineralizadora (POrg) de C1 y C4 en las cuatro corridas también se representan en la 

figura. Las letras indican diferencia significativa (mediante MANOVA de un factor (p  0,05) y comparación de medias 

mediante Prueba de Hotelling corregido por Bonferroni).  Las cepas se ordenan en orden decreciente respecto a la 

actividad mineralizadora de izquierda a derecha. Se enmarcan en rojo las cepas que fueron preseleccionadas. El sufijo 

“ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura. 

La totalidad de las cepas presentaron actividad solubilizadora y mineralizadora cuantificables en 

las condiciones de cultivo ensayadas, corroborando la capacidad constatada en el medio sólido. 

Si bien solo se obtuvo crecimiento en la triple mezcla de fósforo para el ensayo en placa, cabe 

destacar que al extender el tiempo de incubación de 6 a 30 días se constató la formación de un 

halo de solubilización para este grupo de cepas. 
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Se obtuvo una correlación significativa entre ambas actividades (corr=0.65; p<0,0001), por lo 

que se preseleccionaron las 8 cepas con mayor actividad mineralizadora (ILBB15, ILBB139, 

ILBB63, ILBB95, ILBB44, ILBB64, ILBB68, ILBB173) y ILBB7 por su buen desempeño como 

solubilizadora. 

La actividad solubilizadora estuvo entre 12-161 µmol-Ph-1L-1 para la totalidad de los aislamientos 

en estudio y para el grupo de cepas seleccionado el rango fue entre 43-161 µmol-Ph-1L-1. La 

actividad mineralizadora fue inferior a la solubilizadora, con valores entre 0,7-6,9 µmol-Ph-1L-1 

para las 24 cepas y para las 8 cepas seleccionadas (excluyendo la ILBB7) se acotó a 3,4-6,9 µmol-

Ph-1L-1.  

El rango de conversión de la totalidad del fósforo suministrado en el medio fue de 525-4100 

µmol-PL-1 y 22-165 µmol-PL-1 para las actividades solubilizadoras y mineralizadoras, 

respectivamente. Estos rangos se encuentran en orden de lo reportado (Tablas 1. y 3.) e inclusive 

se obtienen valores superiores para la mineralización absoluta. 

Se constató una acidificación de ambos medios de cultivo por la totalidad de las cepas, 

resultados similares a los de Tao et al. (2008). La caída de pH en la triple mezcla de fósforo 

inorgánico estuvo entre 0,6-3,7 ordenes de acidez, constatando una correlación positiva 

significativa con la actividad solubilizadora (corr=0.63; p<0,0001). Para el fosfato tricálcico se ha 

reportado como máximo una reducción del pH de dos órdenes de acidez (Chen et al., 2006; 

Yadav et al., 2014). Varios estudios han encontrado una correlación de la cantidad absoluta 

solubilizada con la reducción del pH (Tao et al., 2008; Chen et al., 2006; Vázquez et al., 2000). 

En el medio con fitato de sodio la acidificación fue superior (1,3-3,9 ordenes de acidez) y también 

presentó una correlación positiva significativa con la actividad mineralizadora (corr=0.53; 

p<0,0001). Tao et al. (2008) no constataron esta correlación.  

La reducción del pH constatada en estos ensayos en medio líquido sería de mayor magnitud que 

lo esperado en el sistema suelo-agua-planta por la presencia de compuestos buffer en la 

rizósfera (Jorquera et al., 2008).  

La producción tanto de protones como ácidos orgánicos son reportadas como las estrategias 

principales para la solubilización de fuentes de fósforo inorgánico (Behera et al., 2014) e 

inclusive se han reportado efectos positivos en la mineralización de fósforo orgánico (Patel et 

al., 2010; Archana et al., 2012). Esto puede atribuirse a que los ácidos orgánicos quelan los iones 

coordinados con la fuente de fósforo orgánico, dejando biodisponible los sitios de acción de las 

enzimas hidrolíticas del ion ortofosfato (Mullaney et al., 2007).  

Se recurre a un análisis de componentes principales (ACP) para la representación de los datos 

obtenidos quel explica el 84.2% de variabilidad total de los resultados (Figura 11). El gráfico 

sugiere las correlaciones entre ambas actividades microbianas, y de cada una con su 

correspondiente reducción de pH. Sin embargo, el segundo componente (CP2) del ACP permitió 

identificar dos grupos de cepas que presentan una mayor capacidad de acidificar uno u otro 

medio. 
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Figura 11. Gráfico Biplot de Análisis de Componentes Principales (ACP) de la actividad solubilizadora (PT) y 

mineralizadora (POrg), con su correspondiente reducción de pH en ambos medios a las 48 horas de incubación 

(PT(Delta-pH), POrg(Delta-pH)) de C1, C2, C3, C4 (marcados en verde) y las cepas pertenecientes al G6, G7 (marcados 

en azul). Se marcan en el gráfico las nueve cepas preseleccionadas. Se enmarcan en rojo dos grupos de cepas que se 

diferencian en una u otra actividad. El sufijo “ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura. 

A partir de estos resultados surgió el interés de estudiar una eventual correlación entre la 

identidad de los ácidos orgánicos secretados al medio y las distintas fuentes de fósforo y se pasa 

a contemplar que la cepa a seleccionar para la mineralización del fósforo orgánico deberá 

presentar ambas capacidades metabólicas (secreción de ácidos orgánicos y enzimas hidrolíticas) 

para garantizar el éxito de la estrategia biotecnológica. 

Entre las nueve cepas seleccionadas se constataron 7 de las 11 especies del grupo de estudio. 

Por lo tanto, una alta proporción de las especies de la colección se mantienen representada en 

esta nueva etapa de screening. 
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4. Caracterización del grupo de cepas seleccionadas (3er Nivel de Screening) 

4.1. Cuantificación de actividad solubilizadora de FePO4, AlPO4, Ca3(PO4)2. 

Al haber constatado la actividad solubilizadora del grupo de cepas seleccionadas en la triple 
mezcla tanto en medio sólido como líquido, surgió el interés de ensayar las tres fuentes de 
fósforo inorgánico por separado al mismo nivel de fósforo total que el incorporado en los medios 
PT y POrg (Apéndice 1.2), 708mg-P/L. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 12, 
ordenados de mayor a menor respecto a la capacidad de solubilizar el FePO4 y el resto ordenados 
respecto a la capacidad de solubilizar el AlPO4.  
 

 

 

 

La capacidad de solubilizar AlPO4 y Ca3(PO4)2 fue una funcionalidad ubicua entre las nueve cepas 

de estudio, no obstante, la solubilización del FePO4 se encontró en cinco de las nueve cepas.  

El rango de conversión de la totalidad del fósforo suministrado en los medio PFe, PAl y PCa fue 

de 523-2275 µmol-PL-1, 182-758 µmol-PL-1, 31-4604 µmol-PL-1, respectivamente. Las 

conversiones obtenidas para el FePO4 y Ca3(PO4)2 se encuentran en el orden de lo reportado, en 

cambio para el AlPO4 fueron un orden inferior (Tabla 1.). En este estudio se contató la capacidad 

de solubilizar fuentes de fósforo inorgánico en miembros de Bacillus s.l. de los que no hay 

reporte previo. 

El comportamiento distintivo constatado para la cepa ILBB7 en la actividad solubilizadora en la 

triple mezcla de fósforo inorgánico no se corroboró en este ensayo. Esto podría atribuirse a un 

evental efecto sinérgico de su estrategia de solubilización cuando las tres fuentes de fósforo 

inorgánico están presentes, la cual no se constata cuando se ensayan por separado. Estudios 

que profundicen esta hipótesis deben ser llevados a cabo para aseverar esta afirmación. 
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Figura 12. Actividad solubilizadora (PFe, PAl, PCa) de C2, C3 y las cepas promisorias del 3er nivel de screening. Las 
actividades de C1 y C4 de las dos corridas también se representan en la figura. Las letras indican diferencia 
significativa (mediante MANOVA de un factor (p < 0,05) y comparación de medias mediante Prueba de Hotelling 
corregido por Bonferroni). El sufijo “ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura. 
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La capacidad de solubilización de FePO4 es de interés principal dado que para suelos de Uruguay 

la fracción de fosforo inorgánico se encuentra principalmente asociada a minerales de Fe como 

goethita (Hernández et al., 1995).  

4.2. Cuantificación de actividad fitasa 

La cuantificación de la actividad fitasa tuvo como objetivos: corroborar que la liberación del ion 

ortofosfato constatado en la determinación de la actividad mineralizadora en medio líquido es 

atribuible a una actividad enzimática, y confirmar el ordenamiento de cepas obtenido de 

acuerdo a la funcionalidad metabólica. 

En la determinación de la actividad fitasa influyen varios factores. Entre ellos se estudió: la 

determinación de actividad extracelular y/ó total, las condiciones de cultivo de producción de 

la/s proteínas y la estrategia de concentración del extracto proteico. 

Se decidió determinar la actividad fitasa extracelular al considerar que será la actividad potencial 

que pueda tener un efecto en el sistema agua/suelo/planta. Es de destacar que el género 

Bacillus es uno de los pocos géneros bacterianos con el potencial de producir fitasas 

extracelulares (Kerovuo et al., 1998; Kim et al., 1998; Choi et al., 2001; Idriss et al., 2002; 

Dechavez et al., 2011; Dan et al., 2015; Rocky-Salani et al., 2016; Liu et al., 2018a), siendo lo 

usual que generen fitasas asociadas a la membrana periplásmica (Konietzny et al., 2004). 

Para la selección de las condiciones de producción se contempló generar el extracto proteico a 

partir de un mismo estadio fisiológico de los cultivos. Por ello, se efectuó una curva de 

crecimiento en medio POrg para cada cepa (Apéndice 4.3) confirmando que a las 48 horas de 

incubación la totalidad de las cepas alcanzan un estadio transicional a la fase estacionaria de 

crecimiento en la cual se reporta la inducción de la producción de fitasa ante una limitante 

energética y/o nutricional de rápida metabolización (enzimas “scavenger”) (Choi et al., 2001; 

Konietzny et al., 2004)).  

En la selección de la estrategia de concentración del extracto proteico se consideró la necesidad 

de remover el fitato de sodio del medio POrg remanente en el extracto (pese a que se efectúa 

una cuantificación de contenido de ion ortofosfato al tiempo cero de incubación en la 

determinación de la actividad enzimática). Como segundo aspecto se buscó neutralizar el pH del 

extracto proteico dado que el objetivo de este ensayo es cuantificar la mineralización de fitato 

de sodio exclusivamente por la actividad enzimática y no por la acidificación de medio. En base 

a esto se decidió utilizar una columna de concentración, la cual presente un nivel de cutoff 

inferior (40-46 kDa) al tamaño reportado para fitasas del Bacillus spp. (Choi et al., 2001; Dan et 

al., 2015; Pay-Roy et al., 2017)). 

El ordenamiento del grupo de cepas de estudio depende de la unidad de expresión de la 

actividad enzimática. El expresar la actividad fitasa como actividad volumétrica, surge la 

interrogante de si el ordenamiento consecuente pondera aquellas cepas que produzcan mayor 

cantidad de fitasas o cepas que produzca enzimas con un menor Km (constante del modelo de 

Michaelis-Menten). En respuesta a ello se estandarizó la actividad fitasa con el contenido total 

de proteínas presente en el extracto proteico (Actividad específica), sin embargo, no deja de ser 

una aproximación dado que no se estandariza por el contenido de fitasa exclusivamente.  



Capítulo 1 

61 
 

En el Apéndice 4.8 se adjunta una tabla con la actividad volumétrica y específica determinada 

para las nueve cepas seleccionadas y los cuatro controles biológicos en estudio. 

A partir de dicha tabla se efectuó un análisis de componentes principales (ACP) para la 

representación de la totalidad de los datos obtenidos, el cual explica el 80.6% de variabilidad 

total de los resultados (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Gráfico Biplot de Análisis de Componentes Principales (ACP) de la actividad mineralizadora (POrg), actividad 

fitasa volumétrica (µmol-PmL-1día-1), actividad fitasa específica (µmol-Pµg-1día-1) y el contenido de proteína total en 

el extracto concentrado C(µgmL-1), de C1, C2, C3, C4 y las nueve cepas pertenecientes. Se enmarcan en rojo el grupo 

de cepas con mayor desempeño. El sufijo “ILLB” en el nombre de cepa es sustituido por “B” en esta figura. 

En las nueve cepas con mayor desempeño en la actividad mineralizadora en medio líquido se 

constató actividad fitasa extracelular, confirmando la excreción de proteínas hidrolasas como 

una de las posibles estrategias para la mineralización del fosforo orgánico.  

Si bien el rango de conversión de la totalidad del fósforo suministrado se encontró en orden 

semejantes para la actividad mineralizadora y fitasa (22-165 µmol-PL-1 y 18-216 µmol-PL-1, 

respectivamente), es de contemplar que en el ensayo de determinación de la actividad fitasa la 

concentración de extracto proteico final es ×10 respecto a la actividad mineralizadora, y la 

concentración de fitato de sodio es la mitad (estando en exceso en ambos ensayos). Por eso la 

tasa de conversiones de ambos ensayos no son inter-comparables. Otro aspecto en que se 

diferencian ambos ensayos es la acidificación constatada en la actividad mineralizadora, la cual 

no se constata en la determinación de la actividad fitasa al trabajar en un buffer a pH neutro.  

Pese a ello, se confirmó una correlación positiva significativa entre la actividad mineralizadora y 

la actividad fitasa volumétrica a pH neutro (p ≤ 0,01) y no así con la expresión de la actividad 

fitasa específica, tal como sugiere la Figura 13.   
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La actividad fitasa volumétrica constatada para el grupo de mayor desempeño (ILBB15, ILBB173, 

ILBB44, ILBB63, Figura 13) se encontró en el rango 0,11-0,23 µmol-PmL-1 día-1, con mayores 

contenidos de proteína en el extracto (393-469 µgmL-1) respecto al total de cepas estudiadas. 

La inter-comparación de los valores obtenidos con los datos bibliográficos es difícil dada la 

variedad de opciones ejecutadas en distintos factores que influyen en la determinación de la 

actividad fitasa (Tabla 4.). A pesar de que se sigue la metodología descripta por Maougal et al. 

(2014), en ese trabajol no se aislaron Bacillus spp. Por ello, la interpretación de estos resultados 

es la intra-comparación entre las cepas de estudio y su consecuente ordenamiento, el cual fue 

concordante con el obtenido por la actividad mineralizadora. 

4.3. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos (AOs) mayoritarios secretados 
según la fuente de fósforo 

Al constatarse la acidificación del medio de cultivo en la movilización in vitro de las cuatro 

fuentes de fósforo ensayadas surgió el interés de evaluar la relación causal entre la identidad y 

concentración de los ácidos orgánicos no volátiles presentes en el medio con las tasas de 

movilización constatadas para las cepas caracterizadas en el 3er nivel de screening. Para ello se 

propone efectuar un análisis de regresión entre cada actividad microbiana y el grupo de posibles 

variables regresoras. 

Los ácidos orgánicos de interés a monitorear fueron seleccionados según referencias 

bibliográficas de ácidos orgánicos secretados: por Bacillus spp. ante diferentes fuentes orgánicas 

e inorgánicas de fósforo (ácidos cítrico, fumárico, succínico, láctico, glucónico (Zhong et al., 

2017)), por cepas no necesariamente pertenecientes al género Bacillus a las cuales se constató 

la capacidad de secretar fitasas (ácido acético, pirúvico, glucónico (Sharma et al., 2013; Patel et 

al., 2010)) y por raíces de 112 genotipos de Glycine max ante condiciones deficitarias de fósforo 

(Ácido succínico, ácido láctico (Krishnapriya et al., 2016)). 

La identidad de los ácidos orgánicos a ser secretados por las bacterias al medio está 

condicionada por la fuente de carbono y energía. Si bien, se ha reportado a los ácidos orgánicos 

como el principal grupo de compuestos químicos que constituyen los exudados radiculares de 

plantas de soja en condiciones deficitarias de fósforo (Krishnapriya et al., 2016), la mayoría de 

los estudios son con glucosa. Cabe destacar que los azúcares representan una fracción inferior 

de los exudados de radiculares de plantas de soja y la glucosa es el componente mayoritario de 

este grupo (Yaryura et al., 2008). En la rizósfera también se encuentra una fracción de glucosa 

que deriva de compuestos celulósicos y hemicelulósicos (Archana et al., 2012), Por eso se decide 

trabajar con esta fuente de carbono con el fin de obtener resultados comparables con los 

reportados (Tabla 4.). 

En el Apéndice 4.9 se presentarán los resultados obtenidos para cada una de las cuatro fuentes 

de fósforo, para los cuales a continuación se presenta el análisis y discusión de los mismos. 

4.3.1. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados en 
incubación con fitato de sodio 

La totalidad de las cepas en estudio presentaron la capacidad dual de producción de fitasas y 

secreción de AOs al medio, tal como ha sido reportado (Sharma et al., 2013). No obstante, 
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existen Bacillus spp. que solo presentan una u otra estrategia (Patel et al., 2010). Ambas 

capacidades funcionales son de interés dado la inhibición de la hidrólisis enzimática del fitato al 

estar coordinado con iones metálicos y/o adsorbido a las partículas del suelo, siendo insuficiente 

un alto nivel de fitasa en la mineralización biológica ante la ausencia de AOs. 

Los AOs identificados en las nueve cepas de estudio fueron: ácido glucónico, ácido pirúvico, 

ácido láctico, ácido acético, ácido cítrico y ácido succínico. A excepción del ácido pirúvico existe 

reportes de secreción de los restantes AOs por Bacillus spp. para la mineralización de fósforo 

orgánico (Tabla 2.). Entre los AOs identificados se encontró aquellos incrementados en los 

exudados radiculares de la planta de soja ante condiciones deficitarias de fósforo, (ácido 

succínico y láctico) (Krishnapriya et al., 2016). Estas comparaciones son orientativas dado que 

no se efectuaron exactamente las mismas condiciones de cultivo. 

Del análisis de regresión lineal múltiple para la actividad mineralizadora se obtiene un modelo 

de regresión con las siguientes bondades de ajuste: ECMP=2.20, R2
adj=0.68 y criterios de 

información: AIC=92.4, BIC=98.7. 

𝐴𝑚𝑖𝑛𝑒𝑟(µ𝑚𝑜𝑙 𝑃𝑖  ℎ−1𝐿−1) = 14,52 𝐴𝐹𝑖𝑡𝑎𝑠𝑎 (µ𝑚𝑜𝑙 𝑃𝑖  ℎ
−1𝐿−1) + 0,68∆𝑝𝐻 + 0,01 𝐶𝐺𝑙𝑢𝑐ó𝑛𝑖𝑐𝑜 (𝑚𝑀) 

Se encontró una relación causal entre la actividad mineralizadora con: la actividad fitasa, la 

acidificación del medio de cultivo y la concentración de ácido glucónico. La actividad fitasa fue 

la variable regresora de mayor peso. Para los perfiles de AOs dominantes en la concentración 

del ácido glucónico corresponden una mayor tasa mineralización de P orgánico in vitro. La 

concentración de ácido glucónico en el sobrenadante del medio se encontró entre 13-50 mM, 

siendo el máximo esperado de 55mM ante una conversión total de la glucosa del medio a ácido 

glucónico.  

Para Bacillus subtilis (modelo para el género Bacillus sensu stricto) cultivado en condiciones 

aerobias (8,5g/L de glucosa) ante limitantes de carbono y/o nitrógeno, el catabolismo 

comprende la vía de Embden-Meyerhof y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Dauner et al., 

2001).  No obstante, ante condiciones limitantes de fósforo el metabolismo de la glucosa es por 

la vía de las pentosas fosfato, luego de un primer paso de oxidación directa de la glucosa por la 

acción de la glucosa-deshidrogenasa. Esta enzima convierte la glucosa en gluconato que luego 

pasa a gluconato 6-P por la acción de la gluconato-fosfatasa y mediante sucesivas reacciones se 

genera los intermediarios de la vía gliceraldehído 3-P y fructosa 6-P (Zamboni et al., 2004). La 

glucosa-deshidrogenasa está anclada en la membrana y el dominio de actividad se enfoca hacia 

la cara externa de la membrana citoplasmática, secretando el gluconato al medio extracelular 

(Duine et al., 1991). La oxidación directa de la glucosa es un proceso metabólico mediado por 

dos electrones y dos protones.  Los electrones son transferidos directamente a una ubiquinona 

presente en la membrana citoplásmica (Goldstein et al., 1993) y los protones se difunden 

libremente al medio de cultivo. Este puede ser el origen metabólico de la acidificación del medio 

y producción de ácido glucónico constatados. La fermentación de la fuente de carbono y energía 

ante condiciones de cultivo limitante en oxígeno también podría explicar la producción de AOs. 
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4.3.1. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados en 
incubación con FePO4 

Cinco de las cepas en estudio presentaron la capacidad de acidificar y secretar AOs al medio, tal 

como ha sido reportado como estrategia de solubilización del FePO4 para otras cepas miembro 

de Bacillus s.l. (Tabla 2.). 

Los AOs identificados en estas cepas fueron: ácido glucónico, ácido pirúvico, ácido láctico, ácido 

acético, ácido cítrico y ácido succínico. Para esta fuente de fósforo existe reporte de secreción 

de ácido láctico, ácido succínico, ácido cítrico y ácido acético en condiciones de incubación 

semejantes por la cepa Bacillus megaterium P17 (Zhong et al., 2017). Se vuelve a constatar entre 

los AOs de producción microbiana, a los AOs producidos por la planta de soja ante deficiencia 

de fósforo asimilable (Krishnapriya et al., 2016). 

La concentración de ácido láctico y succínico en el sobrenadante corresponde con lo reportado 

por Zhoung et al. (2017), mientras que el ácido cítrico quintuplica lo reportado excepto para la 

cepa ILBBB44, que presentó una inferior actividad solubilizadora del FePO4. Esto sugiere una 

relación de dependencia del ácido cítrico y la actividad solubilizadora del FePO4 siendo 

constatada su significancia mediante el análisis de regresión lineal múltiple. El ácido acético se 

encontró un orden por debajo de lo reportado, esto puede atribuirse a una pérdida por 

volatilidad en el procesamiento de las muestras, aunque las condiciones de cultivo tampoco 

fueron exactamente las mismas a las reportadas. 

El modelo de regresión lineal múltiple presentó las siguientes bondades de ajuste: ECMP=61.5, 

R2
adj=0.75 y criterios de información: AIC=147, BIC=149. 

𝐴𝐹𝑒(µ𝑚𝑜𝑙 𝑃𝑖  ℎ−1𝐿−1) = 226,15 𝐶𝐶í𝑡𝑟𝑖𝑐𝑜 (𝑚𝑀) 

Se encontró una relación causal entre la actividad solubilizadora del FePO4 con la concentración 

de ácido cítrico como única variable regresora. De modo que los perfiles de AOs dominantes en 

la concentración de ácido cítrico se corresponden con una mayor tasa solubilización del FePO4 

in vitro.  

Cabe destacar que si bien se constató la acidificación del medio de cultivo, es coherente que la 

reducción del pH del cultivo no haya sido una variable regresora significativa de la actividad 

solubilizadora del FePO4. Se reporta una reducción de la concentración de ión ortofosfato con la 

reducción del pH para la solubilización del FePO4 y/o minerales de fósforo asociados a este metal 

(Olsen et al., 1980). 

El origen metabólico del ácido cítrico tanto puede provenir de la fermentación de la fuente de 

carbono y energía como de la respiración de está por la vía de Embden-Meyerhof y el ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos. 

4.3.2. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados en 
incubación con AlPO4 

La totalidad de las cepas en estudio presentaron la capacidad de acidificar y secretar AOs al 

medio, tal como ha sido reportado como estrategia de solubilización del AlPO4 para otras cepas 

miembros de Bacillus s.l. (Tabla 2.). 
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Los AOs identificados en estas nueve cepas fueron: ácido pirúvico, ácido láctico, ácido acético, 

ácido cítrico y ácido succínico. En presencia de AlPO4 existe reporte de secreción de: ácido 

láctico, ácido succínico, ácido cítrico y ácido acético en semejantes condiciones de incubación 

para la cepa Bacillus megaterium P17 (Zhong et al., 2017). Se vuelve a constatar al igual que para 

las dos fuentes de fósforo anteriormente discutidas la presencia de los AOs liberados por la 

planta de soja como estrategia de incrementar el fósforo disponible. 

La concentración de ácido succínico y cítrico en el sobrenadante corresponde con lo reportado 

por Zhong et al. (2017), mientras que la concentración de ácidos acético y láctico se encuentra 

un orden por debajo de lo reportado. Estas comparaciones son orientativas dado que las 

condiciones de cultivo no fueron exactamente las mismas. 

El modelo de regresión lineal múltiple presento las siguientes bondades de ajuste: ECMP=68.1, 

R2
adj=0.74 y criterios de información: AIC=118, BIC=120. 

𝐴𝐴𝑙(µ𝑚𝑜𝑙 𝑃𝑖  ℎ−1𝐿−1) = 26,85 𝐴𝑆𝑢𝑐𝑐í𝑛𝑖𝑐𝑜 (𝑚𝑀) 

Vuelve a encontrarse una relación causal entre la actividad solubilizadora con una única variable 

regresora. En este caso la misma fue entre la concentración del ácido succínico y la actividad 

solubilizadora del AlPO4.  

Al igual que para la solubilización de FePO4, la acidificación del medio con AlPO4 no se asocia a 

un incremento en la liberación de iones ortofosfato (Olsen et al., 1980), siendo coherente no 

obtener a la reducción de pH del medio como variable regresora de significancia con la actividad 

solubilizadora del AlPO4. 

El origen metabólico del ácido succínico también puede ser asociado a la fermentación de la 

fuente de carbono y energía o la respiración por la vía Embden-Meyerhof y el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos. 

4.3.3. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados en 
incubación con Ca3(PO4)2 

La totalidad de las cepas en estudio presentaron la capacidad de acidificar y secretar AOs al 
medio, tal como ha sido reportado como estrategia de solubilización del Ca3(PO4)2 para otras 
cepas pertenecientes al grupo Bacillus s.l. (Tabla 2.). 
 
Los AOs identificados en estas nueve cepas fueron: ácido pirúvico, ácido láctico, ácido cítrico   y 
ácido succínico. Para esta fuente de fósforo inorgánico existe reporte de secreción de: ácido 
láctico, ácido succínico y ácido cítrico (Vazquez et al., 2000; Zhoug et al., 2017). Los AOs liberados 
por la planta de soja ante la deficiencia de fósforo también fueron constatados para el Ca3(PO4)2 
al igual que para las tres fuentes de fósforo ya discutidas.  
 
La concentración de ácido succínico y cítrico en el sobrenadante corresponde con lo reportado 

por Zhoug et al. (2017), mientras que la concentración de ácido láctico se encuentra un orden 

por debajo de lo reportado, al igual que en la solubilización del AlPO4. 

El modelo de regresión lineal múltiple presento las siguientes bondades de ajuste: ECMP=189, 

R2
adj=0.90 y criterios de información: AIC=236, BIC=239. 
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𝐴𝐶𝑎(µ𝑚𝑜𝑙 𝑃𝑖  ℎ−1𝐿−1) = 2503,11 ∆𝑝𝐻 + 1132,34 𝑆ℎ𝑎𝑊 

 

Para esta fuente de fósforo inorgánico se obtuvo una relación causal entre la actividad 

solubilizadora del Ca3(PO4)2 con la acidificación del medio y el índice de diversidad de Shannon 

determinado para el perfil de ácidos orgánicos de cada cepa. Siendo los perfiles de AOs con 

mayor diversidad a los que corresponden una mayor tasa solubilización para el Ca3(PO4)2 in vitro. 

Los perfiles de AOs se constituyen sólo de los AOs con capacidad analítica para cuantificar. 

Para el caso del Ca3(PO4)2 la relación de la solubilidad de esta fuente de fósforo es inversa a la 

anteriormente discutida para el FePO4 y AlPO4. Una acidificación del medio se asocia a una 

solubilización de fuentes de fósforo de calcio (Olsen et al., 1980). En coherencia con ser una de 

las variables regresoras con mayor peso para modelar la actividad solubilizadora de Ca3(PO4)2. 

4.3.4.  Conclusiones preliminares y perspectivas 

Se identificaron y cuantificaron AOs en las cuatro fuentes de fósforo estudiadas en las que se 

constataron la movilización del fósforo insoluble. Varios de los ácidos identificados para cada 

fuente de fósforo corresponden con los reportados para otras cepas de Bacillus s.l. en 

semejantes condiciones de cultivo, a concentraciones en torno a lo esperado. Se constataron 

relaciones causales de significancia para las cuatro fuentes de fósforo con las variables 

regresoras propuestas. No obstante, es de destacar que estos resultados obtenidos no son 

extrapolables para otras cepas, género bacteriano, condiciones y diseños de ensayo, o 

eventualmente en la movilización de fósforo insoluble que pueda tener lugar en el sistema 

suelo-planta-agua. Sería de interés recurrir a otras capacidades analíticas de otros grupos de 

compuestos químicos (fenoles, proteínas, azúcares, aminoácidos, proteínas, entre otros) que 

permitá profundizar en el estudio de la respuesta metabólica de estas y otras cepas 

pertenecientes al grupo Bacillus s.l. ante la deficiencia de fósforo, tanto en ensayo in vitro como 

in vivo. 
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4.4. Actividad hemolítica y crecimiento a 37⁰C en medio sólido 

En diferentes cepas del grupo Bacillus s.l. se ha reportado la producción de toxinas eméticas y 

diarreicas asignables a la toxina cereulida y enterotoxinas (hemolíticas (Hbl), no hemolíticas 

(Nhe) y citotoxinas K (CytK)), respectivamente (Arnesen et al., 2008). La actividad hemolítica 

también es atribuible a las citotoxinas K, pero se diferencia de las restantes en formar el poro 

transmembrana mediante una única proteína perteneciente a la familia de barril-β, mientras 

que las otras generan el poro por tres unidades proteicas (B, L1, y L2) que se reportan estar en 

iguales proporciones cuando la actividad hemolítica tiene lugar (Dietrich et al., 1999; Gohar et 

al., 2005). 

Es pertinente efectuar un estudio toxicológico de las cepas de estudio previo a su liberación al 

ambiente. Si bien en un comienzo se ha asignado a las toxinas Hbl ser el factor de virulencia 

primario en los casos de intoxicación por cepas pertenecientes al grupo de Bacillus cereus sensu 

lato, en la actualidad se ha reportado la presencia ubicua de los genes que codifican para Nhe 

mientras que los genes que codifican para Hbl y CytK se reportan están presentes en menos del 

50% en este grupo de cepas (Moravek et al., 2006). Se ha demostrado que estos factores de 

virulencia se localizan en elementos genéticos de alta movilidad para el grupo de de Bacillus 

cereus sensu lato (Ehling-Schulz et al., 2006; Lapidus et al., 2007). 

Como una primera aproximación a un estudio toxicológico se evalúo la capacidad de producción 

de enterotoxinas hemolíticas del grupo de cepas seleccionadas, mediante un screening en medio 

sólido (Blood Agar) y posterior confirmación de presencia de Hbl por el inmunoensayo, BCET-

RPLA Toxin Detection. 

Dada la inestabilidad reportada para las toxinas Hbl (por temperatura y/o actividad proteasa) 

(Granum et al., 1993), las condiciones y tiempo de incubación son cruciales para no asignar falsos 

negativos. En base a lo reportado por Fermanian et al. (2000) se seleccionaron las condiciones 

de incubación del screening en medio sólido. La elección del tiempo de incubación resulta ser 

un factor clave dado que el patrón de hemólisis discontinuo puede convertirse en continuo al 

extenderse el tiempo de incubación, falseando así los resultados. La actividad hemolítica positiva 

se asigna el patrón de hemólisis discontinuo dado los distintos coeficientes de difusión y 

diferentes concentraciones emitidas en los distintos estadios de crecimiento de los tres 

componentes proteicos (B, L1, L2) (Beecher et al., 1994). Por ello, se registraron los resultados 

obtenidos para cada cepa a distintos tiempos de incubación. 

Para la detección de la toxina Hbl por inmunoensayo, las condiciones de producción y 

conservación del extracto a ensayar se efectuó de acuerdo a lo reportado por Ceuppens et al. 

(2012). Dada la ausencia de reactividad cruzada de los componentes del medio TSB (blanco de 

medio) y constatando el patrón de aglomeramiento esperado para el control positivo, se 

registraron los resultados obtenidos (Tabla 9.). 
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Tabla 9. Actividad hemolítica y crecimiento a 37⁰C del grupo de cepas de interés 

 Act.Hemolítica placa Detección Hbl (≥2ng/mL cultivo) Crec 37⁰C 

C4 CS NO NO 
C3 CS NO SI 

ILBBB63 CW NO SI 
ILBBB7 CW NO SI 

C2 D SI SI 
ILBBB139 D SI SI 
ILBBB15 N NO NO 
ILBBB44 N NO NO 
ILBBB64 N NO NO 
ILBBB68 N NO NO 

ILBBB173 N NO SI 
ILBBB95 N NO SI 

C1 N NO NO 

CS, Patrón de crecimiento continuo fuerte. CW, Patrón de crecimiento continuo débil. D, Patrón de crecimiento 

discontinuo. N, Ausencia de crecimiento 

Las cepas ILBB139, ILBB7 y ILBB63 presentaron actividad hemolítica positiva en placa. La cepa 

ILBB139 (Bacillus thuringiensis), presentó un patrón de crecimiento discontinuo atribuible a la 

producción de enterotoxinas hemolíticas. Esto se confirmó mediante la detección por el kit (a 

un nivel mayor a 2ng-Hbl/mL cultivo). Las cepas ILBB7 y ILBB63 presentaron un patrón de 

crecimiento continuo débil, el cual no es atribuible a la producción de Hbl. Esto también se 

confirmó por kit con el límite de detección anteriormente mencionado. La actividad hemolítica 

positiva y producción de enterotoxinas para cepas de Bacillus thuringiensis ha sido reportada 

anteriormente (Damgaard et al., 1995; Perani et al., 1998; Prüß et al., 1999). Hay reportes para 

cepas de Bacillus subtilis de producir citotoxinas (From et al., 2005) y no así Hbl, como si se 

obtuvo para C2. Es de destacar que no hay reportes de reactividad cruzada entre citotoxinas y 

Hbl para el kit empleado. Por lo que se debería recurrir a la metodología analítica de referencia 

(cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa) para confirmar el resultado 

obtenido.  

El crecimiento a 37⁰C se utiliza como indicador de riesgo potencial para la salud humana. Este 

atributo estuvo ligado a la totalidad de las cepas que presentaron actividad hemolítica positiva 

(ILBB139 y C2) y algunas en las que no se detectó dicha capacidad. 

Habiendo constado la capacidad de producir Hbl dentro del grupo de cepas de interés, se 

profundizará el estudio toxicológico recurriendo a otras metodologías que evalúen el riesgo de 

liberación de estos microorganismos al ambiente. Esta etapa será realizada dentro del proyecto 

en que se inscribe esta tesis por el IP-Montevideo. 
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D. CONCLUSIONES 

La estrategia de aislamiento permitó generar una colección de bacterias formadoras de 

estructuras de resistencia (Bacillus s.l.) de la cual se seleccionaron e identificaron 

filogenéticamnete 9 cepas que fueron capaces de mineralizar y solubilizar fósforo. 

Las cepas con la función de interés se obtuvieron principalmente de raíces de plantas de soja y 

suelo rizosférico, por lo cual se evidenció un posible efecto de selección por parte de la planta 

de soja hacia bacterias con esta capacidad metabólica. 

SI bien se constató la producción de ácidos orgánicos ante fuentes de fósforo orgánica e 

inorgánica, se comprobó que la actividad mineralizadora de P orgánico se atribuye en parte a la 

producción de fitasas extracelulares. 

Se verificó un desempeño diferencial entre las cepas seleccionadas según su actividad 

hemolítica, produción de enterotoxinas y crecimiento a 37⁰C, siendo necesario realizar estudios 

de toxicidad en mamíferos para descartar algunas cepas o verificar su inocuidad previo a su 

liberación al ambiente.  

El desempeño diferencial in vitro obtenido para estas cepas se complementó con estudios in 

planta que no se incluyen en este trabajo. Se estudió la absorción de fósforo en planta de soja 

co-inoculadas con rizobios y permitió seleccionar a las cepas ILBB592 Y ILBB139, para el ensayo 

de habilidad industrial que se detalla en el Capítulo 2. 

La cepa ILBB592 (Abreo, 2018) se aisló a partir de suelo rizoférico de planta de maíz, y fue 

incluida en este trabajo como control biológico positivo por su capacidad de movilizar el fósforo 

in vitro (control biológico C2). Si bien en la evaluación in vitro presentó un desempeño 

intermedio, se demostró su habilidad de mejorar la nutrición de P en plantas de soja mediante 

bioensayos efectuados con anterioridad (Cerecetto, 2018) y en simultáneo a este trabajo. 

La cepa ILBB139 presentó crecimiento a 37⁰C en medio sólido y a la capacidad de producir 

enterotoxinas hemolíticas. No obstante, dado su desempeño diferencial en los bioensayos en 

planta fue una de las cepas seleccionadas para la etapa de bioproducción, siendo condicionada 

su eventual liberación al ambiente al resultado que obtenga en el estudio de toxicidad aguda 

oral en ratones (OECD Test Guideline 425). 
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BIOPRODUCCION Y FORMULACION DE ESPORAS DE ILBB592 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

A. Optimizar el proceso de producción de las cepas ILBB139 y ILBB592 en fermentador 
(escala de laboratorio). 

B. Elaborar formulaciones piloto a partir del cultivo de esporas producido, y evaluar la 
viabilidad de los formulados en el tiempo.  
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A. INTRODUCCION 

1. Formulación del medio de cultivo 

1.1. Selección de componentes del medio de cultivo a evaluar significancia en título de 

esporas y eficiencia de esporulación 

La formulación del medio de cultivo debe asegurar el crecimiento celular, formación de los 

productos de interés (con los rendimientos y las velocidades requeridos) y suministrar la energía 

para el mantenimiento celular. 

Los requerimientos nutricionales varían considerablemente entre microorganismos y en función 

del tipo de metabolismo celular a favorecer. Es posible efectuar la distinción entre los nutrientes 

necesarios en las siguientes categorías de componentes:  macronutrientes, agregados en 

cantidades de gramos por litro que están representadas por las fuentes de C, N; micronutrientes, 

representados por las sales de Fe, Mn, Ca, Zn, entre otros agregados, en cantidades de miligramo 

por litro; y los factores de crecimiento, que son generalmente componentes orgánicos 

suministrados en bajas concentraciones, que no se metabolizan ni sintetizan por la célula y son 

incorporados a estructuras celulares para funciones metabólicas especificas tales como 

vitaminas, algunos aminoácidos, entre otros.  

Si bien a partir del análisis elemental de las células cultivadas sería posible definir la composición 

del medio de cultivo es necesario contemplar en la formulación: elementos no asimilados en 

biomasa y liberados al medio como productos, limitaciones cinéticas, requerimientos 

metabólicos específicos (precursores, inductores), componentes que inhiben el crecimiento 

celular y la formación del producto. 

Mediante la selección del tipo y cantidad de uno o más componentes del medio de cultivo es 

posible controlar la actividad metabólica. Un medio óptimo sería aquel que: permita un rápido 

crecimiento microbiano, alto rendimiento de productos, bajos costos (no excesos de 

componentes), calidad reproducible (disponibilidad y estabilidad de materias primas), que 

contemple la disponibilidad del nutriente para ser utilizado por la célula (prevenir quelación y/o 

precipitación de iones metálicos), evite la formación de espuma, no interfiera en la recuperación 

de producto, no favorezca el crecimiento de contaminantes. 

Los Bacillus s.l. emplean el sistema de Quorum Sensing para dar inicio al proceso de esporulación 

que ocurre a alta densidad celular en condiciones de estrés, durante la fase estacionaria de un 

proceso de fermentación (Schleiferet al., 2001). Para la esporulación de especies de Bacillus s.l., 

se han reportado diversos requerimientos nutricionales y condiciones de cultivo, particulares de 

cada cepa para la producción de esporas. 

En la Tabla 1. se enumera los componentes de medio de cultivo reportados como significativos 

para el título y eficiencia de esporulación en ensayos de optimización del medio de cultivo, para 

tres de los principales taxa del grupo Bacillus s.l. 
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Tabla 1. Componentes del medio de cultivo de significancia estadística reportada para la 
esporulación de Bacillus thuringiensis, Lysinibacillus spp. y Bacillus subtilis en incubación aerobia 

 Bacillus thuringiensis Lysinibacillus spp. Bacillus subtilis 

Fuentes de 
carbono 

Glucosa 
(Elsayed et al., 2014) (Ben Khedher et al., 2011) 

(Farrera et al., 1998) (-) 
Glucosa 

(Posada-Uribe et al., 2015) 
Glicerol 

(Ben Khedher et al., 2011) 

Fuentes de 
nitrógeno 
sintéticas 

(NH4)2SO4 
(Elsayed et al., 2014) (Liu et al., 1998) 

NH4Cl 
(Huang, 2016) 

Citrato de amonio 
(Sreekumar et al., 2010) 

Fuentes de 
nitrógeno 
complejas 

Extracto levadura 
(Ben Khedher et al., 2011) 

Tapioca 
(Liu et al., 1998) 
Harina de soja 

(Farrera et al., 1998) 

Harina de maíz 
(Huang, 2016) 
Harina de soja 
(Huang, 2016) 

Extracto de carne (Posada-
Uribe et al., 2015) 

Peptona 
(Sreekumar et al., 2010) 

Licor de maíz 
(Chen et al., 2010) 

Harina de soja 
(Chen et al., 2010) 

Extracto de levadura 
(Chen et al., 2010) 

Sales 

KH2PO4, K2HPO4 
(Elsayed et al., 2014) 

CaCl2 
(Huang, 2016) 

MgSO4 
(Posada-Uribe et al., 2015) 

MnSO4 
(Ben Khedher et al., 2011) 

CaCO3 
(Liu et al., 1998) 

 

Altos niveles de glucosa reprimen el proceso de esporulación (Schaeffer et al., 1965). Esto se 

atribuye a la represión de la síntesis de diversas enzimas hidrolíticas extracelulares y las del ciclo 

de Krebs (Tobisch et al., 1999; Jin et al., 1997). Las enzimas hidrolíticas extracelulares permiten 

acceder a otras fuentes de carbono y energía al agotarse las fuentes fácilmente asimilables 

disponibles. La transcripción de las enzimas del ciclo de Krebs se induce durante la esporulación 

(Grossman et al., 1995) ya que permiten obtener la energía necesaria y los intermediarios 

esenciales para la misma (Ireton et al.,1995; Jin et al., 1997).  

Las fuentes de nitrógeno sintéticas y complejas se listan en la Tabla 1. como significativas en la 

esporulación de Bacillus s.l. Utilizar componentes sintéticos químicamente definidos asegura la 

reproducibilidad y control del bioproceso, reduce el riesgo de contaminación por las materias 

primas empleadas y asegura mayor facilidad de purificación del producto. En cambio, las fuentes 

complejas no solo aportan los macronutrientes, sino también micronutrientes y factores de 

crecimiento, que en caso de ser un medio enteramente sintético deben de ser incorporadas por 

separado impartiendo un costo en el proceso. Sin embargo, las fuentes complejas indefinidas 

presentan un mayor riesgo de contaminación, de reproducibilidad y control del proceso (fuentes 

variables, discontinuas). 

La relación carbono-nitrógeno (C/N) del medio seleccionado debe ser tal que evite la reducción 

del pH por fermentación, dado que tiene un efecto negativo en el crecimiento y título de esporas 

final. Si bien es un parámetro de bioproducción cepa específico, para Bacillus s.l. se reporta 

como óptima la relación C:N de 7,5:1 (Farrera et al., 1998; Dulmage, et al., 1990).  

Para la esporulación se encuentra ampliamente reportado el efecto positivo de alta 

concentración de sales. Elementos como Ca, Mn, Mg, Fe, y Zn (a la concentración adecuada) son 
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esenciales para este, al ser constituyentes de la membrana de la espora (Hageman et al., 1984). 

Se ha reportado un efecto significativo de los mismos sobre el tamaño, la morfología, la densidad 

y la resistencia térmica de las esporas producidas (Xu-Zhou et al., 2017). Sin embargo, altas 

concentraciones de metales pesados pueden inhibir el crecimiento microbiano de algunas cepas 

(Cho et al., 2009).  

1.2. Diseño experimental de selección de factores de significancia 

En un sistema determinado por diversos factores, la influencia de los mismos sobre el sistema 

puede diferir según se realicen variaciones en un factor o en otro o varios factores a la vez. Por 

ello, en una primera instancia se evalúa qué factores tienen influencia significativa sobre las 

variables respuesta en estudio, si los mismos interaccionan entre sí y cuáles serán los factores 

que definen el sistema y serán mantenidos constantes (Teófilo et al., 2006). En una segunda 

instancia, se debe seleccionar qué diseño experimental se usará contemplando los costos en 

que se incurrirá, tiempo requerido para la realización del experimento, entre otros aspectos. 

Dos diseños a los cuales se puede acudir son, diseño factorial completo y fraccionado. 

 Diseño factorial completo (2𝐾) 

Un diseño factorial completo estudia todos los factores de interés y todos los efectos de los 

mismos sobre las variables respuestas. Se entiende por efecto a la variación ocurrida en la 

respuesta, cuando el o los factores se mueven desde el nivel bajo (-) hacia el nivel alto (+). Los 

efectos pueden ser clasificados como efectos principales y efectos de interacción o de segundo 

orden (efecto producto de la interacción de más de un factor). Si se investiga una combinación 

de K factores en dos niveles (usual en experimentos exploratorios), un diseño factorial implicará 

la realización de 2K experimentos (Teófilo et al., 2006). 

 Diseño factorial fraccionado (2𝑅
𝐾−𝑏) 

La principal desventaja de un diseño factorial completo es el número de experimentos a realizar. 

En cambio, el diseño factorial fraccionado contempla que los efectos de alto orden (producto de 

la interacción de 4 o más factores) son casi siempre no significativos o no son blanco de interés 

de estudio, por lo que la realización de experimentos para la estimación de los mismos resulta 

irrelevante. Mediante la correcta selección de que fracción de experimentos ejecutar es posible 

obtener la información necesaria e equiparable a un diseño factorial completo. 

Todo diseño factorial fraccionado se define por el número de factores a estudiar (K) y la 

magnitud de la fracción (b). El principal criterio que determina qué fracción del diseño factorial 

completo ejecutar es el nivel de resolución (R). Este parámetro define el orden en el que se 

confunden los efectos dado el fraccionamiento. En la Tabla 2. se presenta la información de 

significancia y de confusión que se desprenden de diseños con resolución III, IV, V. 
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Tabla 2. Información recabada en diseños factoriales de resolución III, IV, V 

Resolución Significancia Confusión (Alias) 

III 
Ningún efecto principal se confunde con otro 

efecto principal. 

Los efectos principales se confunden con 
interacciones de dos factores y estas con otras 

interacciones de dos factores. 

IV 
Los efectos principales no se confunden entre 

factores principales ni con interacciones de dos 
factores. 

las interacciones de dos factores se confunden 
entre ellas. 

V 

Los efectos principales no se confunden entre 
factores principales ni con interacciones de dos 
factores, las interacciones de dos factores no se 

confunden entre ellas. 

Las interacciones dobles se confunden con las 
interacciones de tres factores. 

 

Al definir k y R queda definido el generador, la matriz de planificación (en la que se enlistan los 

tratamientos a efectuar) y la matriz de confusión (en la que se enlistan los alias entre efectos). 

Los alias se desprenden de emplear la misma combinación de observaciones para estimar los 

mismos efectos.  

1.3. Optimización de factores de significancia para cada variable respuesta 

Luego de determinar los factores significativos en el sistema de estudio se procede a la 

optimización de los mismos. Ello implica encontrar los valores de los factores de estudio de 

mejor respuesta deseada (máxima, o mínima) en la región de optimización previamente 

definida, confinada dentro de la región de operabilidad. La metodología de superficie de 

respuesta (Response Surface Methodology, (RSM)), es un conjunto de técnicas matemáticas y 

estadísticas útiles en el modelado y el análisis de problemas en la que una respuesta de interés 

recibe la influencia de diversos factores de carácter cuantitativo (Almeida, 2008).  

Para la implementación de esta técnica se diseña un experimento que proporciona valores de la 

variable respuesta en el entorno de optimización, a partir de los cuales se obtiene un modelo 

matemático que se ajusta a los datos experimentales recabados.  

𝑌 = 𝜂 + 𝜀 = 𝑓(𝑥1, 𝑥2, … 𝑥𝑖  ) + 𝜀 

El valor real esperado 𝜂 se considera que está influenciado por niveles los factores i. Donde 𝜀 es 

el error observado de la variable respuesta 𝑌. De tal forma la relación de 𝜂 = 𝑓(𝑥1, 𝑥2, … 𝑥𝑖  ) 

existente entre 𝜂 y los niveles de los s i factores puede representarse a través de una 

hipersuperficie: la superficie de respuesta. 

A partir de dicho modelo se localiza el óptimo una vez establecidas las condiciones de 

optimización prefijas. Por último, la verificación experimental del óptimo arrojado por el modelo 

debe efectuarse utilizando la combinación de los niveles dados por este. En base al resultado 

experimental recabado se calcula el error de predicción del modelo obtenido. 

1.4. Optimización de múltiples variables respuesta 

En el caso que resulte de interés localizar el óptimo incluyendo múltiples variables respuestas 

(𝑦𝑖) es necesario partir de un modelo de superficie de respuesta para cada una y a partir de las 

mismas, y luego encontrar el conjunto de niveles de los factores de estudio que optimice las 

variables o por lo menos las mantenga dentro del rango deseado.   

Un enfoque útil para la optimización de múltiples respuestas es usar la técnica de optimización 

simultánea (Derringer et al., 1980). Su procedimiento consiste en usar la función con condición 
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de deseable. Para lo cual se convierte cada modelo de superficie respuesta en la función de 

condición de deseable individual (𝑑𝑖) que presenta un codominio entre: 

0 ≤ 𝑑𝑖 ≤ 1 

Donde si la respuesta (𝑦𝑖) está en su meta u objetivo, entonces 𝑑𝑖 = 1, en cambio si la respuesta 

está fuera de la región de aceptable 𝑑𝑖 = 0. Por último, las variables respuesta del sistema se 

eligen para maximizar la función con condición de deseabilidad global (𝐷) 

𝐷 = (𝑑1, 𝑑2 … 𝑑𝑚)1/𝑚  

Donde m son el número de variables respuestas a considerar. 

2. Optimización de condiciones de producción 

2.1. Modo de operación discontinuo (batch) 

El cultivo por lotes, discontinuo o batch, es una modalidad de operación por el cual el medio de 

cultivo esterilizado en el fermentador es inoculado con microorganismos, y los mismos crecen 

en las condiciones fisicoquímicas adecuadas para el proceso. Las únicas entradas y salidas del 

sistema son los gases (aire, CO2, etc) y si es necesario, se agrega antiespumante y ácido o base 

para control del pH. Se considera que el volumen de medio en el fermentador permanece 

constante y no deberían ser significativas las variaciones de volumen por el agregado de 

sustancias o la toma de muestras.  

El bioreactor en modo de operación batch es un sistema interactuante entre el medio intra y 

extracelular (Bailey et al., 1996), donde las células crecen y utilizan los nutrientes y la 

composición del medio de cultivo va cambiando con el tiempo, lo que puede alterar las 

reacciones químicas que ocurren en las células. Las reacciones ocurren de manera simultánea, 

pero son reguladas por controles celulares internos. Estos controles habilitan a la célula a 

modificar las velocidades de las reacciones de su ruta metabólica y sus capacidades de 

producción dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales presentes en el medio. 

Los procesos discontinuos pueden generar bajos rendimientos cuando el sustrato en altas 

concentraciones (a tiempo inicial), inhibe, reprime o desvía el metabolismo celular a productos 

que no interesan.  
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Especie Ref (*) Titulo esporas(ufc/mL) Biomasa(g/L) Az(g/L) (*) Objetivo bioproducir 

Bacillus thuringiensis (HD-73) Farrera et al., 1998 2.3 × 1010 NI 40 Bioinsecticida 

Bacillus thuringiensis var israelensis (H-14) Elsayed et al., 2014 1.5 × 108 16 NI Esporas 

Bacillus thuringiensis var. israelensis (IPS-82) Boniolo et al., 2012 3.8 × 109 15 14 Esporas 

Bacillus thuringiensis var. kurstaki (HD-1) Rowe et al., 2013 NI 5 8 Biomasa 

Bacillus thuringiensis var. medellin (163– 0131) Vallejo et al., 1999 9.0 × 108 8 NI Esporas 

Bacillus thuringiensis var israelensis (H-14) Kraemer-Schafhalter et al., 1996 3.8 × 109 NI 13 Esporas 

Bacillus megaterium (BA-019) Kanjanachumpol et al., 2012 NI 32 NI Biomasa/PHB 

Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 8 15 Biomasa/Anticuerpo 

Bacillus megaterium (BA-019) Kuplreecha et al., 2011 NI 8 20 Biomasa/PHB 

Tabla 3. Comparación de producción de esporas de Bacillus thuringiensis y Bacillus megaterium en modo de operación batch. 

(*) (Ref) Referencia bibliográfica; (Az) Azúcares totales inicio fermentación; (NI), no se informa. 
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2.2. Modo de operación semicontinuo (fedbatch) 

En el cultivo semicontinuo o fedbatch, uno o más nutrientes se adicionan al fermentador 

durante la operación, de modo de controlar la cantidad disponible de nutrientes en el medio de 

cultivo. En consecuencia, el volumen del medio varía durante la operación. El flujo de 

alimentación del medio de cultivo puede ser continuo o intermitente, con una velocidad de 

adición constante o variable en el tiempo de operación.  

La estrategia de alimentación puede ser controlada o no en base a un variable de estado 

descriptiva del proceso durante el período de operación (feed-back ó feed-foward, 

respectivamente). En caso de que la variable control sea la concentración del sustrato en el 

medio del cultivo sería un fedbatch con retroalimentación de control directo, y de tomar otra 

variable de estado u operacional que se cuantifique durante el proceso como variable control 

sería un fedbatch con retroalimentación de control indirecto (pH, CO2, O2, coeficiente 

respiratorio, entre otros).  

El inicio y final de la alimentación es otro parámetro fundamental que define el desempeño de 

este modo de operación.  

Si bien la estrategia de operación en fedbatch requiere un mayor control del bioproceso, implica 

una operación más compleja ejecutada por operarios entrenados para la toma de decisión 

sobretodo en caso de no disponer de elementos de control automáticos. 

No obstante, este modo de operación permite el uso de sustratos que inhiben el crecimiento en 

altas concentraciones y son limitantes del proceso. A su vez, se emplea en cultivos en que la 

biomasa presenta altas demanda de oxígeno. Permite obtener un crecimiento microbiano 

orientado y reducir la formación de productos secundarios indeseados que puede ocurrir ante 

un exceso de sustrato. De este modo, la alimentación de nutrientes se realiza de modo de que 

tenga lugar el desarrollo de dos fases: crecimiento y producción. Problemas de alta viscosidad o 

solubilidad del sustrato también puede sobrellevarse con esta estrategia. 

Diferentes estrategias de alimentación han sido implementadas para obtener cultivos de 

Bacillus s.l. de alta densidad celular, tales como: flujo y concentración de sustrato constante 

(Kang et al., 1993; López-López et al., 2004; Sarrafzadeh et al., 2014), flujo constante y 

concentración de sustrato creciente en el tiempo en forma lineal (Mignone et al., 1992), flujo 

intermitente con concentración de sustrato constante (Kanjanachumpol et al., 2013), flujo 

intermitente con concentración de sustrato creciente en el tiempo en forma exponencial (Amin 

et al., 2008),  flujo creciente en el tiempo en forma exponencial y concentración de sustrato 

constante (Hollmann et al., 2004). 

Cada estrategia se encuentra ligada a un objetivo de bioproducción diferente. Para la 

bioproducción de esporas de Bacillus s.l. hay reportes de que la estrategia de alimentación a un 

flujo intermitente sería superior a la de un flujo constante para una concentración de sustrato 

dada (Kang et al., 1993; López-López et al., 2004; Kanjanachumpol et al., 2013). Sin embargo, 

sistemas de producción de esporas de Bacillus s.l. con flujo de alimentación constante también 

se reportan (Mignone et al., 1992; Sarrafzadeh et al., 2014). 
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Especie Ref (*) Titulo esporas (ufc/mL) Biomasa (g/L) 

Estrategia de alimentación 

Az(g/L) Objetivo bioproducir F 
(*) 

dF/dt 
 (*) 

dS/dt 
(*) 

Control 
(*) 

Bacillus thuringiensis var israelensis (H-14) Mignone et al., 1992 NI 16 Constante Nula Lineal Feed-forward NI Biomasa 

Bacillus thuringiensis kurstaki (H-serotipo) Amin et al., 2008 2.3 × 1012 NI Intermitente - Exponencial Feed-forward 126 Bioinsecticida 

Bacillus thuringiensis kurstaki (HD-1) Kang et al., 1992 4.0 × 109 36 Constante Nula Nula Feed-forward 54 Esporas 

Bacillus thuringiensis kurstaki (HD-1) Kang et al., 1992 1.3 × 1010 73 Intermitente Nula Nula Feed-forward 100 Esporas 

Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1 Vu et al., 2010 1.3 × 109 NI Intermitente Nula Nula Feed-back (OD) NI Bioinsecticida 

Bacillus thuringiensis var. medellin  (163– 0131) Vallejo et al., 1999 9.0 × 108 25 Intermitente Nula Nula Feed-forward NI Esporas 

Bacillus megaterium (BA-019) Kanjanachumpol et al., 2012 NI 76 Constante - Exponencial Feed-forward 325 Biomasa/PHB 

Bacillus megaterium (BA-019) Kanjanachumpol et al., 2012 NI 90 Intermitente - Nula Feed-forward 660 Biomasa/PHB 

Bacillus megaterium (DSMZ 90) Sabra et al., 2008 NI 9 Constante Nula Nula Feed-forward 100 Biomasa/PHB 

Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 8 Intermitente - Exponencial Feed-forward 85 Biomasa/Anticuerpo 

Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 17 Constante Nula Nula Feed-back (OD) 55 Biomasa/Anticuerpo 

Bacillus megaterium (YYBm1) David et al., 2011 NI 10 Intermitente - Exponencial Feed-forward 35 Biomasa/Anticuerpo 

Bacillus megaterium (BA-019) Kuplreecha et al., 2011 NI 72 Intermitente - - Feed-back (pH) NI Biomasa/PHB 

Tabla 4. Comparación de producción de esporas de Bacillus thuringiensis y Bacillus megaterium en modo de operación fedbatch. Caracterización de 

estrategia de alimentación 

 (*) (Ref) Referencia biblográfica; (F) Flujo: constante, variable, intermitente; (dF/dt) Variación de flujo de alimentación en el tiempo: nula, constante, exponencial, asintótico; (dS/dt) 

Variación de concentración de sustrato limitante de solución de alimentación: nula, constante, exponencial, asintótico; (Control) Estrategia de control de alimentación: Feed-back, 

Feed-foward. (Az) Azúcares totales agregada en etapa de alimentación; (NI), no se informa. 
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3. Formulación de esporas de Bacillus spp. 

La formulación de un producto microbiano usualmente se constituye de la biomasa de 

microorganismo de interés e ingredientes que mejoren la supervivencia y eficiencia de la 

aplicación del producto (Schisler et al., 2004). La estabilización de esporas de Bacillus spp. se 

efectúa tanto en formulaciones sólidas como líquidas, reportándose un mayor desempeño para 

las formulaciones sólidas (Lumsden et al., 1995).  

Hay diferentes estrategias para inhibir reversiblemente la germinación de la espora durante la 

preservación del formulado. Entre ellas se destaca: la reducción de la actividad de agua 

(Lumsden et al., 1995), la ausencia de fuentes de carbono y energía y la ausencia de oxígeno 

(atmósfera controlada) (Guérin et al., 2016).  

Para la elaboración de formulaciones sólidas de esporas de Bacillus spp. distintos procesos son 

llevados a cabo. Entre ellos se encuentra: 

-impregnación y secado de material inerte inorgánico (talco, vermiculita, bentonita, rocas 

fosfato, tierra de diatomea, sulfato de calcio) y orgánico (turba, carbón, tapioca) (Fravel et al., 

1998; Sorokulova et al., 2008), para la obtención de un polvo o granulado humectante (Bryant 

et al., 1994). 

-concentración y secado por: evaporación (spray drying) (Sundaram et al., 1995), ósmosis 

inversa, ultrafiltración, nanofiltración y centrifugación (Marx et al., 2017). El producto resultante 

de estos procesos puede ser formulado tal cual, o enriquecido mediante distintos componentes 

para obtener ya sea un polvo humectante, granulado humectante o formulado líquido de base 

oleosa. 

Entre las principales desventajas asignables a las formulaciones sólidas se han reportado: 

dificultades de esterilización del soporte sólido inerte, inconsistencia de desempeño 

agronómico (la actividad microbiana puede ser limitada por bajas tasas de transferencia de 

oxígeno), incompatibilidad con tecnologías de microirrigación.  

La elaboración de formulaciones líquidas de base acuosa es de los procesos de formulación 

anteriormente mencionados más sencillos. Consiste en la incorporación de distintos 

estabilizadores al cultivo microbiano resultante de la bioproducción. Las formulaciones líquidas 

de esporas de Bacillus spp. fundamentalmente se basan en esta metodología para la cual se 

reportan resultados promisorios mediante el agregado de surfactantes que estabilicen el coloide  

dada la hidrofobicidad de la corteza de la espora (Ramyabharathi et al., 2016; Velineni et al., 

2011; Sridhar et al., 2004). 
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B. MATERIALES Y METODOS 

1. Optimización de medio de cultivo de las cepas ILBB139 y ILBB592 a escala matraz 

1.1. Caracterización de extractos proteicos 

Se seleccionaron distintos extractos proteicos disponibles en el mercado producidos a granel 
mediante procesos estandarizados, para evaluar su significancia en el título de esporas y en la 
eficiencia de esporulación de ILBB139 y ILBB592. Extractos de levadura (EP1, EP2 y EP3) y de 
maíz (EP4) se seleccionaron y caracterizaron por los siguientes parámetros en el Laboratorio de 
Suelos, Plantas y Aguas de INIA La Estanzuela: carbono orgánico (C.Org) (Wright et al., 2001), 
nitrógeno total (N) (Wright et al., 2001), y fosforo total (P) (Silva et al., 2009). El análisis se 
efectuó sin réplicas analíticas sobre una única muestra. 

1.2. Selección de componentes del medio de cultivo de significancia en título de esporas y 

eficiencia de esporulación 

  Condiciones de cultivo en matraz 

Los aislamientos fueron crecidos en 15mL LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28⁰C). El 

inóculo fue lavado con solución salina (NaCl 0.85% en agua Mili-Q) con el fin de no modificar el 

medio a ensayar. Un volumen de 1mL de cada cepa fue sembrado hasta alcanzar una carga 

bacteriana inicial en el matraz de 1×106ufc/mL. Los medios ensayados se informan en la matriz 

de diseño del Apéndice 4.10.1. En la totalidad de los experimentos se incorporó 1mL/matraz de 

solución stock de sales (Apéndice 2.3). Se trabajó en condiciones de incubación aerobias (10mL 

de medio en matraces de 125mL, 180rpm (Incubator Shaker ES-60)) a 28⁰C durante 48 horas. 

  Diseño experimental selección de factores de significancia 

Se trabajó con la mayor cantidad de factores que la capacidad analítica y logística del laboratorio 
permitió de modo de no condicionar la viabilidad de ejecución de los ensayos. Este criterio se 
adoptó en base en el principio de Pareto, que postula que solo unos pocos factores son los 
responsables de los cambios significativos en la respuesta. 

Los componentes del medio de cultivo seleccionados para la evaluación de su significancia en 
las variables respuestas de estudio se efectuaron en base a lo reportado y a la disponibilidad de 
las materias primas en el mercado. Los factores ensayados fueron: glucosa (Glu), extractos 
proteicos (EP1, EP2 EP3 y EP4), NH4SO4 (N), KH2PO4 (P), MgCl2 (Mg) y MnSO4 (Mn).  

Un diseño factorial fraccionado 29-3 de resolución IV, a dos niveles, en dos bloques fue empleado 
para determinar cuáles de los nueve factores preseleccionados tienen un efecto significativo 
sobre el título de esporas y eficiencia de esporulación de ILBB592 y ILBB139 cultivados en matraz 
según el inciso 1.2.1. En el Apéndice 4.10.2 se ilustra la tabla de niveles de factores utilizado para 
ambas cepas. 

  Cuantificación de título de esporas y eficiencia de esporulación en medio líquido 

La determinación del número de células viables totales (células vegetativas y esporas) y de 
esporas por unidad de volumen se efectuó por la técnica de recuento en placa por microgota 
(Naghili et al., 2013). Para la determinación del número de esporas por unidad de volumen una 
alícuota del cultivo se incubó a 80⁰C durante 10 minutos (shock térmico, (Apéndice 4.7)) previo 
a la determinación de la carga bacteriana por la técnica de recuento en placa por microgota.  

La técnica de recuento en placa por microgota consistió en efectuar diluciones seriadas (de base 
10) de una alícuota del caldo con shock térmico y otra alícuota sin shock térmico para cada 
cultivo. Las diluciones 10-1 hasta la dilución 10-10 se efectuaron en placa de Elisa de 96 pozos con 
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pipeta multicanal.  10µL de las diluciones 10-2 hasta la dilución 10-9 se siembraron en LB-Agar. 
Luego que las gotas son absorbidas al medio se incubaron las placas a 28⁰C durante 16 horas. Se 
contó el número de colonias presentes en la dilución contable ((3-30) colonias) y se calculó el 
número de unidades formadoras de colonia por mililitro de cultivo (ufc/mL). 

La eficiencia de esporulación se determinó como la relación de esporas (recuento de cultivo con 
shock térmico) respecto al total de células viables (recuento de cultivo sin shock térmico). 

  Análisis estadístico 

El software estadístico Design Expert® 7.0.0 (State-Ease, Inc., Minneapolis, USA) fue utilizado 
para efectuar el diseño experimental, análisis de regresión lineal múltiple y análisis gráficos de 
los datos obtenidos. La evaluación de la significancia de los efectos de los factores se efectuó 
por opciones gráficas (diagrama de Pareto-método de Bonferroni, gráfico de Daniel-test Shapiro 
Wilk) y mediante métodos paramétricos (Análisis de la varianza (ANOVA)) con un nivel de 
confianza del 95%, tras la verificación de los supuestos de independencia de datos, 
homocedasticidad de varianza y distribución normal. Dado que las variables respuestas título de 
esporas y eficiencia de esporulación son de conteo o de proporción de conteo con distribución 

de Poisson, se efectuó las trasformaciones del 𝑙𝑜𝑔10𝑋 y √𝑋 + 1, respectivamente para el 
cumplimiento de los supuestos del ANOVA.  

1.3. Optimización de medios de cultivo 

Las condiciones de cultivo en matraz y la determinación de las variables respuestas a optimizar 
se efectuaron tal como se describe en los incisos 1.2.1 y 1.2.3, respectivamente. 

  Diseño experimental de optimización de factores para ILBB139 

Los factores optimizados fueron la concentración de glucosa, EP3 y MnSO4. Los factores no 
significativos NH4SO4, KH2PO4 y MgCl2 pasan a incorporarse al nivel medio respecto al trabajado 
en el ensayo de selección de factores (1.5g/L, 3.0g/L y 0.6g/L, respectivamente). 

Para el factor EP3 se efectuó un ensayo previo de definición de zona de optimización, bajo un 
diseño de un factor a seis niveles (0g/L, 5.0g/L, 10 g/L, 15 g/L, 25 g/L, 50 g/L, 100 g/L) por 
duplicado. Glucosa y MnSO4 no se incorporan al medio de cultivo en este ensayo. 

El diseño experimental de optimización realizado fue un central compuesto (CCD) factorial a dos 
niveles, aumentado con punto central y axial para el ajuste de un modelo cuadrático (23+star). Los 
puntos axiales se calcularon con un α=1.41 para obtener un diseño rotable, y el punto central 
efectuado por triplicado en cada experimento. El experimento fue independientemente 
efectuado por duplicado. Sobre el promedio de las réplicas independientes se efectuó el análisis 
estadístico correspondiente. En el Apéndice 4.11 se informa la matriz de diseño y la tabla de 
niveles de factores utilizada. 

 Diseño experimental de optimización de factores para ILBB592 

Los factores optimizados fueron la concentración de EP2 y MnSO4. Los factores no significativos 
glucosa, NH4SO4, KH2PO4 y MgCl2 pasan a incorporarse al nivel medio respecto al trabajado en 
el ensayo de selección de factores (5.0g/L, 1.5g/L, 3.0g/L y 0.6g/L, respectivamente). 

Para el factor EP2 se efectuó un ensayo previo de definición de zona de optimización, bajo un 
diseño de un factor a seis niveles (5.0g/L, 10 g/L, 15 g/L, 25 g/L, 50 g/L, 100 g/L) por duplicado. 
MnSO4 no se incorporan al medio de cultivo en este ensayo. 

El diseño experimental de optimización realizado fue un central compuesto (CCD) factorial a dos 
niveles, aumentado con punto central y axial para el ajuste de un modelo cuadrático (22+star). Los 
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puntos axiales se calcularon con un α=1.41 para obtener un diseño rotable, y el punto central 
efectuado por triplicado en cada experimento. El experimento fue independientemente 
efectuado por duplicado. Sobre el promedio de las réplicas independientes se efectuó el análisis 
estadístico correspondiente. En el Apéndice 4.12 se informa la matriz de diseño y la tabla de 
niveles de factores utilizada. 

  Análisis estadístico 

1.3.3.1. Ajuste del modelo 

Se analizó el ajuste de los diseños experimentales ejecutados para cada cepa con un modelo 
polinómico de segundo orden (Ecuación 1) por la metodología de superficie de respuesta 
(Response Surface Methodology, (RSM)).  

𝑦(𝑥𝑖) = 𝑏𝑜 + ∑ 𝑏𝑖𝑥𝑖

𝑛

𝑖=1

+ ∑ 𝑏𝑖𝑖𝑥𝑖
2

𝑛

𝑖=1

+ ∑ ∑ 𝑏𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

𝑛

𝑖=1

+ 𝜀

𝑛

𝑖=1

 

   

donde 𝑦(𝑥𝑖)  y 𝑥𝑖  representa cada variable respuesta, e independiente respectivamente; 𝑏𝑜, 𝑏𝑖 
𝑏𝑖𝑖, 𝑏𝑖𝑗 corresponden a los coeficientes de interacción, efecto lineal, efecto cuadrático y efecto 

de interacción, respectivamente; y 𝜀 representa el error aleatorio del modelo. La depuración de 
que términos del polinomio a ser incluidos en cada modelo se efectuó de acuerdo con la técnica 
de eliminación backward evaluando la significancia de cada termino y el cumplimiento de los 
principios de parsimonia y jerárquico. El modelo seleccionado final para cada variable respuesta 
para cada cepa fue aquel que tuvo: mayor idoneidad del modelo (mayor Fo de regresión), mayor 
R2

aj y menor falta de ajuste (Lack of Fit (LOF)), tal cual lo calculó el software estadístico Design 
Expert® 7.0.0 (State-Ease, Inc., Minneapolis, USA).  

1.3.3.2. Localización del óptimo 

La respuesta predicha por el modelo de segundo orden ajustado para cada variable respuesta 
de estudio, es empleada para generar una función de deseabilidad parcial (𝑑𝑖) (Ecuación 2). 

𝑑𝑖(𝑦(𝑥𝑖)) = {

0,

(
𝑦(𝑥𝑖)−𝐿𝑖

𝑈𝑖−𝐿𝑖
)

𝑠

1,

  

𝑦(𝑥𝑖) < 𝐿𝑖

𝐿𝑖 ≤ 𝑦(𝑥𝑖) ≤ 𝑈𝑖

𝑦(𝑥𝑖) ≥ 𝑈𝑖

                                                                           

donde 𝑦(𝑥𝑖) es la respuesta predicha con el modelo ajustado (Ecuación 1), 𝐿𝑖  y 𝑈𝑖  son los valores 
de la respuesta más alto y bajo obtenidos en el ensayo de optimización, respectivamente; y 𝑠 es 
el valor de ponderación de la variable respuesta en la optimización múltiple ( 𝑠 igual a la unidad 
fue utilizado para ambas variables respuestas). Con 𝑑𝑖 definido para cada variable respuesta, se 
combinan en una función de deseabilidad global (𝐷) para cada cepa las dos variables respuesta 
de estudio (Ecuación 3).  

𝐷 = (∏ 𝑑𝑖
𝑟𝑖

𝑛

𝑖=1

)

1
∑ 𝑟𝑖

𝑛
𝑖=1

 

donde 𝑛 es el número de variables y 𝑟𝑖 es la importancia asignada a cada respuesta en la 
optimización múltiple (𝑟𝑖 igual a la unidad fue utilizado para ambas variables respuestas).  

 

 

(Ecuación 1) 

 

(Ecuación 2) 

 

(Ecuación 3) 
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 Verificación de variables respuestas y funcionalidad de interés en el punto óptimo, 

cálculo de error de predicción e intercomparación con medio clásico  

Se verifican los medios de cultivo óptimos predichos para las cepas ILBB139 y ILBB592 (Medio 
Esporulación Bacillus thuringiensis (MEBT) y Medio Esporulación Bacillus thuringiensis (MEBM), 
respectivamente) determinando por triplicado el título y la eficiencia de esporulación (inciso 
1.2.3), en las condiciones de producción descriptas en el inciso 1.2.1. El cálculo del error de 
predicción de cada variable respuesta para cada cepa se efectuó según Apéndice 5.  

En el punto óptimo se verifica nuevamente la capacidad funcional de mineralizar el fitato de 
sodio en placa para cada cepa según el inciso 2.1 de Materiales y Métodos del Capítulo 1. Se 
incluyendo una etapa previa de germinación de espora para constatar la capacidad metabólica 
de interés (1mL del cultivo esporulado se siembra en 15mL de LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 
horas, 28⁰C)). 

Se efectuó un ensayo de intercomparación del medio optimizado obtenido para cada cepa con 
el medio clásico de esporulación de Bacillus s.l. (2SG, Leighton, 1971) (Apéndice 1.1.3), en las en 
las condiciones de producción descriptas en el inciso 1.2.1. 

2. Optimización de condiciones de producción para la cepa ILBB592 

2.1. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en matraz 

  Condiciones de fermentación 

La cepa ILBB592 fue crecida en 15mL LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 28⁰C). Un volumen 

de 1mL del cultivo se inoculó por matraz alcanzando una carga bacteriana inicial de 

1×106ufc/mL. Se trabajó en condiciones de incubación aerobias (10mL del medio MEBM en 

matraces de 125mL, 180rpm (Incubator Shaker ES-60)) a 28⁰C durante 48 horas. 

  Métodos analíticos 

Para el seguimiento del proceso a lo largo del tiempo se determinaron las siguientes variables 
de estado: biomasa (turbidimetría (600nm) y correlación con peso seco) (Apéndice 4.14), 
azúcares reductores en solución (Apéndice 3.3), título de esporas, eficiencia de esporulación 
(inciso 1.2.3) e inspección de pureza y/o estadio celular del cultivo por microscopía óptica con 
contraste de fases. Se aplicó la técnica de cancelación de matraz y se efectuaron dos réplicas 
biológicas a cada tiempo.  

  Cálculo de parámetros descriptivos, cinéticos y estequiométricos del proceso 

Los parámetros descriptivos del proceso determinados fueron: duración de fase lag (Tlag), 
duración de fase exponencial (Texp), concentración de biomasa final (Xfinal), conversión de 
azúcares reductores máxima (XSmáx); los parámetros cinéticos fueron: productividad volumétrica 
máxima de biomasa (QXmáx), velocidad máxima de consumo de azúcares reductores (QSmáx), 
velocidad específica máxima de crecimiento (μmáx), velocidad específica máxima de consumo de 
azúcares (qSmáx) y el parámetro estequiométrico fue el coeficiente de rendimiento de biomasa 
(YX/S). El cálculo de los mismos se detalla en el Apéndice 6. 

2.2. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en biorreactor en modo de operación 

discontinuo (batch) 

  Condiciones de fermentación 

Un fermentador Bioflo Celligen 310 equipado con cuatro baffles y dos turbinas Rushton de 6 
paletas, de 5L de volumen útil, fue empleado en modo de operación discontinuo.  
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Para generar el inóculo del biorreactor, la cepa ILBB592 fue crecida en 15mL LB (Falcon de 50mL, 
180rpm, 24 horas, 28⁰C). Un volumen de 1mL de este cultivo se inóculo en 15mL de MEBM 
(matraces de 125mL,180rpm (Incubator Shaker ES-60), 16 horas, 28⁰C). El biorreactor se inoculó 
con 20mL (al 1%) del cultivo anteriormente descripto a 2L de MEBM, alcanzando una carga 
bacteriana inicial de 1×106ufc/mL (biomasa inicial 0,5g/L). 

Las variables operacionales temperatura, porcentaje de oxígeno disuelto (OD) se mantuvieron 
constantes durante la totalidad de la corrida a 28⁰C y 20%, respectivamente. El OD del medio se 
mantuvo constante mediante regulación automática de la agitación y la aireación a través del 
algoritmo de control PID (Proportional–Integral–Derivative controller) y la cascada de eventos 
detalla en el Apéndice 8. El pH se monitoreó durante la corrida y se toma como variable de 
estado para describir el estadio fisiológico del cultivo. El agregado de antiespumante no fue 
necesario durante las 48 horas que se monitoreo el proceso. 

 Métodos analíticos 

Las variables de estado determinadas durante el proceso son las enlistadas en el inciso 2.1.2, 
determinando la totalidad de las mismas por duplicado a cada tiempo de muestreo. Se 
efectuaron dos réplicas genuinas del proceso. 

 Cálculo de parámetros descriptivos, cinéticos y estequiométricos del proceso 

Los parámetros del proceso calculados fueron los mencionados en el inciso 2.1.3, para cada 
réplica genuina. 

 Verificación de funcionalidad de interés del cultivo de esporas producido 

A partir del cultivo esporulado se siembra un 1mL del cultivo en 15mL de LB (Falcon de 50mL, 
180rpm, 24 horas, 28⁰C). A partir de este inóculo se constata la capacidad funcional de 
mineralizar el fitato de sodio en medio sólido según el inciso 2.1 de Materiales y Métodos del 
Capítulo 1. 

2.3. Estudio de cinética de crecimiento de la cepa ILBB592 en MEBM en biorreactor en 

modo de operación semicontinuo (fedbatch) 

  Determinación de tolerancia máxima a glucosa para la cepa ILBB592 en MEBM 

La tolerancia máxima de la cepa ILBB592 a glucosa se determinó bajo las condiciones de cultivo 
detalladas en el inciso 1.2.1, en el medio MEBM (Apéndice 1.3.2). Los niveles de glucosa 
evaluados fueron: 5, 10, 15, 25, 50 y 150 g/L. Las variables respuestas determinadas por 
duplicado biológico a las 48 horas de incubación fueron: título de esporas y eficiencia de 
esporulación (inciso 1.2.3), pH del medio, y concentración de azúcares reductores remanentes. 
La concentración de azúcares reductores se determinó según el inciso 3.3 del Apéndice. La 
conversión de azúcares reductores se calculó como el porcentaje de la cantidad de azúcares 
reductores consumido (cantidad inicial menos final) con relación a la cantidad inicial de azúcares 
reductores.  
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  Descripción y modelado de estrategia de alimentación de glucosa  

La estrategia de alimentación de glucosa implementada fue una alimentación asintótica (Figura 
1).  

  

 

La misma consistió en un reservorio A de solución concentrada de glucosa que se transfiere a un 
segundo reservorio B de solución diluida a un flujo F. A su vez, la solución de reservorio B 
alimenta al reactor a un flujo F, de modo que el volumen del reservorio permanece constante 
durante toda la etapa de alimentación y la concentración de glucosa en el reservorio B varia en 
forma asintótica en función del tiempo tendiendo a la concentración del reservorio A.  

El cálculo de la concentración de glucosa en ambos reservorios se efectuó en base al modelo 
propuesto en el Apéndice 7.1, fijando los parámetros en listados en Apéndice 7.2. 

  Condiciones de fermentación 

Un fermentador Bioflo Celligen 310 equipado con cuatro baffles y dos turbinas Rushton de 6 
paletas, de 5L de volumen útil, fue empleado en modo de operación semicontinuo. 

La generación del inóculo e inoculación de biorreactor se realizó tal se describe en el inciso 2.2.1, 
con un volumen inicial del medio de cultivo MEBM de 1.5L.  

Las variables operacionales de control y monitoreo en este modo de operación del equipo 
fueron las mismas que en el modo de operación discontinuo (inciso 2.2.1). En este proceso el 
agregado de antiespumante tampoco fue necesario durante las 48 horas de monitoreo. 

El inicio de la alimentación fue a las 8 horas de fermentación, en condiciones de alta biomasa y 
baja velocidad específica de crecimiento (con el fin de evitar la acumulación de sustrato 
limitante), baja eficiencia de esporulación (menor al 10%), bajo nivel de glucosa remanente en 
el medio (menor al 10% del contenido inicial). Un rápido incremento del OD dio indicio de la 
culminación de la etapa batch. 

La alimentación se efectuó a un flujo volumétrico constante de 0.072L/h en el sistema de 
alimentación asintótico descripto en el inciso 2.3.2. La concentración de glucosa en el reservorio 
de dilución (Sd) fue de 10,6g/L y los restantes componentes fueron incorporados en proporción 
a lo descripto para el medio MEBM. La concentración de glucosa en el reservorio de solución 
concentrada (SC) fue de 71,7g/L y los restantes componentes fueron incorporados en proporción 
a lo descripto para el medio MEBM, exceptuando el extracto proteico (EP2) 45g/L. El volumen 
de solución de ambos reservorios fue de 0.8L y el reservorio de dilución contó con agitación 
durante la etapa de alimentación. 

 

 

 

Figura 1. Esquema representando estrategia de alimentación asintótica (Cheng et al., 2002). A. Reservorio de 

solución concentrada. B. Reservorio de solución diluida. F. flujo volumétrico  
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  Métodos analíticos 

Las variables de estado determinadas durante el proceso son las del inciso 2.1.2, 
determinandolas por duplicado a cada tiempo de muestreo. Se efectuaron dos réplicas genuinas 
del proceso. 

 Cálculo de parámetros descriptivos, cinéticos y estequiométricos del proceso 

Los parámetros descriptivos del proceso determinados fueron: duración de fase lag (Tlag), 
duración de fase exponencial (Texp), concentración de biomasa final (Xfinal), conversión de 
azúcares reductores máxima (XSmáx); los parámetros cinéticos fueron: velocidad específica 
máxima de crecimiento (μmáx), velocidad específica máxima de consumo de azúcares (qSmáx) y el 
parámetro estequiométrico fue el coeficiente de rendimiento de biomasa (YX/S). El cálculo de los 
mismos se detalla en el Apéndice 6. 

 Verificación de funcionalidad de interés del cultivo de esporas producido  

A partir del cultivo esporulado se siembra un 1mL del cultivo en 15mL de LB (Falcon de 50mL, 
180rpm, 24 horas, 28⁰C). A partir de este inóculo se constata la capacidad funcional de 
mineralizar el fitato de sodio en medio sólido según el inciso 2.1 de Materiales y Métodos del 
Capítulo 1. 

3. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sólidas y líquidas del cultivo de esporas 

de la cepa ILBB592 producido en un biorreactor de escala de laboratorio 

3.1. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones líquidas del cultivo de esporas de 

la cepa ILBB592 

 Diseño experimental 

Se estudió la estabilidad de la espora en formulación líquida en el tiempo mediante el agregado 
de distintos estabilizadores. Para ello se planteó un diseño factorial completo de los siguientes 
factores: polivinilpirrolidona, PVP (FL1) (dos niveles: 0 g/L y 20 g/L); glicerina (FL2)  (dos niveles: 
0 (v/v)% y 1 (v/v)%); glutamato monosódico (FL3) (dos niveles: 0 g/L y 20 g/L) y el tiempo de 
almacenamiento a 22⁰C (FL4) (O, 1, 2 y 4 meses). De la combinación de FL1, FL2 y FL3 a sus dos 
niveles se obtienen los ocho tratamientos que se siguen en el tiempo. 

Se agregó un control externo de esporas lavadas y secadas. Se empleó la técnica de cancelación 
de bolsa/eppendorf, siendo éstas las unidades experimentales de estudio.  

Para cada tiempo de almacenamiento se determinó por duplicado biológico la concentración de 
esporas (inciso 1.2.3) y la capacidad funcional de mineralizar fitato de sodio en medio sólido 
(inciso 2.2.4). Cabe destacar que las concentraciones de cada componente se informan por litro 
de formulación líquida. 

  Metodología 

El cultivo de esporas obtenido de la producción del biorreactor en modo de operación fedbatch 
se agregó en una relación 1:3 en los ocho tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 y T8) resultantes 
de la combinación de los factores de estudio FL1, FL2 y FL3 (Apéndice 4.13.1). Las ocho 
formulaciones líquidas se alícuotaron y sellaron en bolsas de polipropileno (12cm × 20cm) en 
condiciones asépticas.  

Para el control externo se centrifugaron 2mL de cultivo (12000rpm, 3min) en eppendorf de 2mL 
(previamente secado a 45⁰C, termostatizado en desecador y pesado, hasta peso constante), se 
removió el sobrenadante y se efectuaron dos lavados con suero fisiológico (0,85% NaCl). 
Posteriormente se secó a 45⁰C hasta peso constante y se registró el peso final. 
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3.2. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sólidas del cultivo de esporas de 

la cepa ILBB592.  

  Diseño experimental 

Se estudió la estabilidad en el tiempo de la espora en formulación sólida para distintos soportes 
inertes. Para ello se planteó un diseño factorial completo de los siguientes factores: caolín (FS1); 
turba (FS2); espora lavada y seca (FS3) y el tiempo de almacenamiento a 22⁰C (FS4) (O, 1, 2, 3, 
4, 5 meses). Se empleo la técnica de cancelación de bolsa/Falcon/eppendorf, siendo esta las 
unidades experimentales de estudio.  

Para cada tiempo de almacenamiento se determinó por duplicado biológico la concentración de 
esporas (inciso 1.2.3) y la capacidad funcional de mineralizar fitato de sodio en medio sólido 
(inciso 2.2.4) en las formulaciones a base de caolín y la espora seca lavada. Para la formulación 
a base de turba se determinaron las mismas variables respuestas por duplicado analítico en cada 
tiempo de estudio. 

  Metodología 

El cultivo de esporas obtenido de la producción del biorreactor en modo de operación fedbatch 

se empleó para la elaboración de los tres formulados sólidos. Para el formulado a base de caolín 

nacional se centrifugó 50mL del cultivo de esporas (6000rpm, 5min) en Falcon de 50mL 

(previamente secado a 45⁰C, termostatizado en desecador y pesado, hasta peso constante). Al 

pellet resultante (equivalente a 0.6g de biomasa seca) se le incorporo en forma aséptica 3g de 

la mezcla sólida a base de caolín nacional y se amaso dentro del Falcon con varilla de vidrio hasta 

la homogenización del formulado. A la mezcla sólida a base de caolín nacional se le incorporó 

carboximetilcelulosa (CMC) 1% y carbono activado 1%. La mezcla fue esterilizada en fracciones 

de 3g en bolsas de polipropileno por calor húmedo (121⁰C, 20min, 0.1MPa). 

Para el formulado de impregnación de turba se inyectaron en forma aséptica 100mL de cultivo 

de esporas por bolsa de 100g de turba estéril neutralizada (Daason S.A.).  

El formulado/control de la espora seca y lavada se elaboró de igual modo que el control externo 

descripto en el inciso 3.1.2. Cabe destacar que este control se incorporó tanto en la formulación 

líquida y sólida dado que se emplearon distintos lotes de producción. Los proveedores de los 

componentes empleados en las formulaciones se detallan en el Apéndice 9. 

3.3. Análisis estadístico univariado 

 

La estabilidad de la carga de esporas de cada formulación (líquida y sólida) seguida en el tiempo 

se efectuó mediante un análisis de varianza (ANAVA) con el tiempo como único factor de 

estudio. Se probaron los supuestos de normalidad de residuos (Prueba Shapiro-Wilks) y 

homocedasticidad de varianza (Prueba de Levene), previo a su implementación. Para los casos 

en que se obtuvo una significancia en el modelo propuesto se efectuó la prueba de comparación 

de medias LSD-Fisher con un p≤0.05. 
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C. RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Optimización de medio de cultivo de las cepas ILBB139 y ILBB592 a escala matraz 

1.1. Selección y caracterización de materias primas 

  Selección de componentes de medio de cultivo a evaluar  

Las materias primas en estudio fueron seleccionadas en base a una revisión bibliográfica de 
aquellos componentes del medio de cultivo para los cuales se ha reportado tener una 
significancia estadística en el título de esporas y en la eficiencia de esporulación. La búsqueda 
bibliográfica se sesgo para las taxa más representadas en el proceso de screening (Lysinibacillus 
spp., Bacillus thuringiensis) y el Bacillus subtilis al ser tomado como modelo biológico de estudio 
(Tabla 1.).  

Cabe destacar que existen reportes de optimización de medios de cultivo para esporulación de 
Bacillus thuringiensis y Lysinibacillus spp. En cambio, para Bacillus megaterium se encuentran 
referencias bibliográficas de medios de cultivos optimizados para la producción de biopolímeros 
(polihidroxialcanoatos (PHA)) (López et al., 2012; Grage et al., 2017), proteínas (Sindhu et al., 
2006; Vary et al., 2007; Biedendieck et al., 2016), biotransformaciones (Brill et al., 2014) y 
biofertilizantes en fermentación sólida (Liu et al., 2018), por ello no se lista en la Tabla 1.  

 Caracterización de extractos proteicos 

Dada la significancia reportada de los extractos proteicos en el título y eficiencia de esporulación 

para Bacillus s.l. (Ben Khedher et al., 2011; Sreekumar et al., 2010; Chen et al., 2010), se decidió 

caracterizar a las fuentes complejas a ser utilizadas. 

Los resultados obtenidos se informan en la Figura 2. Dado que no se efectuaron réplicas en las 

determinaciones analíticas no fue posible efectuar un análisis estadístico paramétrico de 

comparación de medias. Entre las cuatro fuente proteicas parece no haber mayor diferencia 

entre el contenido de C.Org. No obstante, se sugiere una diferencia en el contenido de N entre 

extractos proteicos de distintos orígenes, siendo EP4 el único extracto proteico de origen vegetal 

(extracto de maíz) analizado para el cual se obtuvo un menor contenido de N. EP1, EP2, y EP3 

son extractos de levadura. 
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Figura 2. Gráfico de barras de carbono orgánico, nitrógeno total y fósforo total de los extractos de levadura EP1, 

EP2, EP3 y EP4. 
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Cabe mencionar que la utilización de extracto proteicos como factor de estudio hace que los 

medios a optimizar sean semi-definidos, donde la única fuente compleja a ser empleada sea el 

extracto proteico significativo para cada cepa. El origen de estos extractos proteicos asegura el 

suministro de determinados factores de crecimiento esenciales para el crecimiento celular, que 

en caso de ser un medio netamente sintético deben ser agregados al medio de cultivo, 

impartiendo un costo extra en el proceso de bioproducción y complejizando aún más el proceso 

de optimización al tener que incorporar más factores de estudio.  

1.2. Selección de componentes del medio de cultivo de significancia en título de esporas y 

eficiencia de esporulación para ILBB139 y ILBB592 

 Diseño experimental de selección de factores de significancia 

Dada la necesidad de evaluar la significancia de nueve componentes de medio de cultivo en las 
variables respuesta de estudio, se recurrió a un diseño factorial a dos niveles fraccionado. De 
ejecutarse todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores en un diseño factorial 
completo requeriría 512 corridas (Tabla 5.). No obstante, si se desea estudiar a los efectos 
principales e interacciones dobles como efectos no ignorables (bajo la premisa de cumplimiento 
del principio de jerarquización de efectos) se requeriría como mínimo 45 corridas (9 efectos 

principales de cada factor y 36 interacciones dobles (𝐶2
9, combinaciones de 9 factores tomadas 

de a 2)). Contemplando el número de efectos estimables para los distintos diseños factoriales 
fraccionados (Tabla 5.) se seleccionó el diseño factorial fraccionado 29-3 que reduce el diseño 
factorial completo a una octava parte del mismo. 

Tabla 5. Número de experimentos, efectos estimables y efectos ignorables para distintos diseños 
de nueve factores a dos niveles 

Diseño Factorial N⁰ Experimentos N⁰ Efectos estimables N⁰ Efectos no ignorables 

29 512 511 45 

29-1 256 255 45 

29-2 128 127 45 

29-3 64 63 45 

29-4 32 31 45 

 

El diseño seleccionado es de resolución IV, por lo que los efectos principales no se confunden 
entre ellos ni con interacciones dobles, pero sí puede confundir interacciones dobles entre sí, 
tal como se informa en la matriz de confusión (Apéndice 4.10.3). Otras características del diseño 
también fueron contempladas para la selección del mismo. Se buscó seleccionar un diseño que 
sea ortogonable, rotable, eficiente y presente bajos coeficientes de Leverage. 

Las 64 corridas se aleatorizaron en dos semanas de trabajo distintas dado limitantes de 
equipamiento y de tiempo, por lo que la variable “semana” se tomó como factor de bloqueo. 
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 Selección de componentes del medio de cultivo de significancia en título de 

esporas y eficiencia de esporulación para ILBB139  

Para la evaluación de la significancia de los efectos estudiados sobre las dos variables respuestas 
se presenta el diagrama de Pareto- método de Bonferroni, gráfico de Daniel y tabla de análisis 
de varianza Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De los cuatro extractos proteicos ensayados los extractos de levadura presentaron efectos 

positivos significativos (Apéndice 4.10.4), en cambio, el extracto de maíz genera un efecto 

negativo significativo (Apéndice 4.10.4) en ambas variables respuestas.  

En el diagrama de Pareto-método de Bonferroni (Figura 3, 1A y 1B) y gráfico de Daniel (Figura 3, 
2A y 2B) se constata un marcado efecto positivo y significativo para el extracto proteico EP3, al 
caer en la zona de significancia del método de Bonferroni en el diagrama de Pareto y alejarse de 
la recta (la cual representa los efectos experimentales en función de los efectos teóricos que se 
obtendrían de presentar una distribución normal) en el diagrama de Daniel, en ambas variables 
respuestas.  

FV SC gl CM Fo Valor-p 

A 65,458 1 65,458 8,63 0.0047 
D 158,179 1 158,179 20,86 < 0.0001 
G 35,036 1 35,036 4,62 0.0357 

Bloque 0,639 1 0,639   

Error 447,300 59 7,581   

Total 706,613 63    

FV SC gl CM Fo Valor-p 

A 127,710 1 127,710 9,95 0.0025 
D 303,435 1 303,435 23,64 < 0.0001 
G 87,0940 1 87,0940 6,78 0.0116 

Bloque 13,283 1 13,283   

Error 757,414 59 12,838   

Total 1288,936 63    
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Figura 3. Diagrama de Pareto-método de Bonferroni (A), gráfico de Daniel (B) y tabla de análisis de varianza (C) (FV, 

Fuente de Variación; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) para la cepa 

ILBB139, en las variables respuesta: título de esporas (1) y eficiencia de esporulación (2). El factor A, D, G es la 

concentración de glucosa, EP3 y MnSO4, respectivamente. En las figuras A y B el color naranja y azul corresponden a 

efectos positivos y negativos, respectivamente. 
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El extracto proteico EP3 que tuvo un efecto positivo de mayor magnitud en ambas variables 

respuestas para la cepa ILBB139, se encontró dentro del grupo de extractos proteicos con mayor 

contenido de N, y dentro del mismo fue aquel que presentó una mayor relación P/C.Org (Figura 

2).  

Para el conjunto de efectos que caen en la zona dudosa de significancia en el diagrama de Pareto 
(entre el tlímite de Bonferroni y el tcrítico) el criterio tomado para la selección de los factores a 
evaluar su significancia en el ANOVA fue la selección de efectos principales (por el Principio 
Jerárquico, el cual postula que los efectos principales serán de mayor importancia que 
interacciones dobles, triples, etc para modelar la variabilidad de la respuesta), incluyendo en el 
conjunto de factores seleccionados una única fuente de extracto proteico de las cuatro 
ensayadas. De aquí se seleccionó a los factores: glucosa y MnSO4, para evaluar su significancia y 
modelar la variabilidad de la respuesta. 

De la selección de los factores EP3, glucosa y MnSO4 se obtienen p-valor de significancia en el 
ANOVA (Figura 3, 3A y 3B), y el remanente de efectos que pueden ser estimados por el diseño 
(60 efectos estimables restantes) que no presentaron evidencia significativa para rechazar el 
supuesto de normalidad (Prueba Shapiro-Wilks; p-valor de 0.979 y 0.415, para las variables 1 y 
2) pasaron a conformar el error. Esto es coherente con el principio de Parteo el cual postula que, 
al partir de una elevada cantidad de factores en la fase inicial de un experimento solo unos pocos 
son los responsables de la mayor variabilidad de la respuesta. 

Cabe mencionar que los efectos A (glucosa), D (EP3) y G (MnSO4) son en realidad debido al alias: 
[A] = A, [D] = D + EGH, [G] = G + DEH (Apéndice 4.10.3). Sin embargo, puesto que es plausible 
que la interacción de tres factores y de órdenes superiores sea insignificante, se concluye que 
los efectos A, D y G son los seleccionados para la optimización. 
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  Selección de componentes del medio de cultivo de significancia en título de 

esporas y eficiencia de esporulación para ILBB592 

Para la evaluación de la significancia de los efectos estudiados sobre las dos variables respuestas 
se presenta el diagrama de Pareto- método de Bonferroni, gráfico de Daniel y tabla de análisis 
de varianza Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

De los cuatro extractos proteicos ensayados, EP1, EP2 Y EP4 generaron un efecto positivo y 

significativo en ambas variables respuestas (Apéndice 4.10.5). No obstante, EP3 fue significativo 

para para el título de esporas y no así para la eficiencia de esporulación (Apéndice 4.10.5). Dado 

que EP2 presentó un efecto positivo significativo para ambas variables respuestas, es el extracto 

proteico seleccionado a evaluar su significancia en el ANOVA. Para ILBB592 el extracto de maíz 

genera un efecto positivo y significativo, siendo lo contrario a lo obtenido para ILBB139.  

 

FV SC gl CM Fo Valor-p 

C 86,333 1 86,333 8,587 0.0048 
D 92,264 1 92,264 9,177 0.0036 
G 40,469 1 40,469 4,025 0.0494 

Block 4,259 1 4,259   

Error 593,173 59 10,054   

Total 816,498 63    

FV SC gl CM Fo Valor-p 

C 82,457 1 82,457 6,142 0.0160 
G 70,506 1 70,506 5,252 0.0254 

Block 15,194 1 15,194   
Error 805,450 60 13,424   
Total 973,608 63    
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Tabla Análisis de Varianza (SCP-Tipo III) 

1C 

Tabla Análisis de Varianza (SCP-Tipo III) 

2C 

Figura 4. Diagrama de Pareto-método de Bonferroni (A), gráfico de Daniel (B) y tabla de análisis de varianza (C) (FV, 

Fuente de Variación; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) para la cepa 

ILBB592, en las variables respuesta: título de esporas (1) y eficiencia de esporulación (2). Los factores C, D, G son las 

concentraciones de EP2, EP3 y MnSO4, respectivamente. En las figuras A y B el color naranja y azul corresponden a 

efectos positivos y negativos, respectivamente.  
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Para el conjunto de efectos que caen en la zona dudosa de significancia en el diagrama de Pareto 
(entre el tlímite de Bonferroni y el tcrítico) (Figura 4, 1A y 1B) y se apartan paulatinamente de la recta 
en el gráfico de Daniel (Figura 4, 2A y 2B), el criterio tomado para la selección de los factores a 
evaluar su significancia en el ANOVA fue la selección de efectos principales incluyendo un solo 
factor de los extractos proteicos utilizados, ya mencionado. De aquí se seleccionó al factor 
MnSO4 para evaluar su significancia en modelar la variabilidad de las respuestas. 

De la selección de los factores EP2 y MnSO4 se obtienen p-valor de significancia en el ANOVA 
(Figura 4, 3A y 3B), y el remanente de efectos que pueden ser estimados por el diseño (61 efectos 
estimables restantes) que no presentaron evidencia significativa para rechazar el supuesto de 
normalidad (Prueba Shapiro-Wilks; p-valor de 0.689 y 0.384, para las variables 1 y 2) pasaron a 
conformar el error.  

Los efectos C (EP2) y G (MnSO4) son en realidad debido al alias: [C] = C, [G] = G + DEH (Apéndice 
4.10.3). Sin embargo, puesto que es plausible que la interacción de tres factores y de órdenes 
superiores sea insignificantes, se concluye que los efectos C y G son los seleccionados para la 
optimización. 

El extracto proteico EP2 que tuvo un mayor efecto positivo en las variables respuestas para la 

cepa ILBB592, se encuentro al igual que EP3 (extracto proteico seleccionado para ILBB139) 

dentro del grupo de extractos proteicos ensayados con mayor contenido de N. Si bien EP2 no 

difiere circunstancialmente de EP1 en la relaciones N/C Org y P/C Org, el fabricante de ambos 

extractos de levadura reporta para EP2 ser enriquecida en manganeso, hierro y zinc. Esto es 

coherente con la significancia obtenida para la cepa ILBB592 de un nivel basal de manganeso en 

el medio de cultivo para que esporule en condiciones óptimas. 

1.3. Optimización de medios de cultivo 

  Selección de diseño experimental de optimización de factores 

En la selección de un diseño experimental de optimización, ciertos atributos son deseables para 
ajustar un modelo de predicción de una respuesta por la Metodología de Superficie de 
Respuesta (RSM). Interesa estudiar la adecuabilidad del modelo, falta de ajuste; ejecutar los 
ensayos en bloque; que los diseños de orden superior se construyan secuencialmente; estimar 
el error de predicción del modelo, de los coeficientes del modelo; estimar la varianza de 
predicción en la región experimental; calcular los parámetros del modelo de forma simple sin 
requerir un elevado número de niveles en cada variable independiente, resultando en un 
número de corridas factible de ejecutar. 

En base a lo reportado para el modelado del título de esporas y eficiencia de esporulación para 
Bacillus s.l. en relación con distintos constituyentes de medio de cultivo (Posada-Uribe et al., 
2015) es de esperarse una superficie respuesta con curvatura, por lo que se seleccionó un diseño 
experimental de optimización para ajustar un modelo de segundo orden.  

El diseño central compuesto (DCC) se trata de un diseño factorial 2K (o factorial fraccionado de 
Resolución V), siendo k el número de factores a optimizar. El aumentar el diseño experimental 
con réplicas del punto central permite estudiar la bondad de ajuste del modelo (al estimar el 
error experimental puro). El incorporar al diseño más de dos niveles por factor, al introducir el 
punto central y los puntos axiales, permite modelar una curvatura de la superficie de respuesta 
obtenida de análisis de regresión lineal múltiple y obtener un modelo de segundo orden.  

Dos parámetros del diseño deben especificarse: el número de réplicas del punto central y la 
distancia del punto axial al centro del diseño. Para que el diseño sea rotable 𝛼 = √𝑛𝐹

4  siendo 𝑛𝐹  
el número de puntos experimentales utilizados en la fracción factorial del diseño. Que el diseño 
sea rotable significa que proporciona una precisión de estimación igual en todas las direcciones, 
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siendo una característica de interés dado el desconocimiento a priori de la localización del 
óptimo.  

Si bien para este diseño es necesario un mayor número de corridas respecto a otros que también 
permiten obtener modelos de segundo orden (Box-Behnken), una de las principales ventajas 
que el DCC presenta, es el permitir la ejecución de experimentos secuenciales incorporando 
puntos experimentales para mejorar el ajuste del modelo. 

  Optimización de medio de cultivo para ILBB139 

1.3.2.1. Prueba intermedia de selección de zona de optimización para EP3 

Para la selección de la zona de optimización del factor EP3 fue necesario efectuar un ensayo 
previo que ampliase el rango dinámico de trabajo que se utilizó en el ensayo de selección de 
factores de significancia (0-5 g/L), dado que en el mismo se obtuvo solo un incremento de las 
variables respuestas de estudio. Por ello se decidió trabajar en el rango 0-100 g/L con el fin de 
constatar un incremento y reducción de las variables respuestas con el incremento de la 
concentración de EP3 y así definir el rango dinámico de optimización. En la Figura 5. se presentan 
los resultados obtenidos. 

 

En base a la tendencia observada se seleccionó el rango dinámico de optimización (5-25) g/L 
para EP3. 
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Figura 5. Gráfico de dispersión con línea de título de esporas (ufc/mL) y eficiencia de esporulación para los 

distintos niveles de EP3 ensayados. El cuadro rojo punteado indica la zona de optimización seleccionada. Cada 

punto representa el promedio de tres réplicas ± la desviación estándar. 
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1.3.2.2.  Ajuste de modelo propuesto para el modelado del título de esporas y 

eficiencia de esporulación a partir de los factores de significancia 

Los modelos polinómicos de segundo orden ajustados para cada variable respuesta de estudio 
se presentan en la Figura 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis de varianza del diseño experimental de optimización CCD para la cepa ILBB139 indico 
que EP3×EP3 (C2) tuvo un efecto significativo en el título de esporas (p-valor 0,0001; Figura 6, 
1B), si bien el término EP3 (C) no fue significativo para la variable respuesta de estudio este fue 
incluido en el modelo polinómico final por el principio de jerarquía. El p-valor del modelo y la 
prueba de falta de ajuste (0,0001; 0,599; Figura 6, 1B) indican que el modelo se ajusta 
adecuadamente con los datos experimentales. La ecuación del polinomio de segundo orden 
(Figura 6, 1A-1C) obtenido del análisis de varianza, presenta un RAdj

2  de 0,91 indicando que menos 
del 9,3% de la variabilidad total no es explicada por el modelo.  

Para la eficiencia de esporulación los términos EP3×EP3 (C2), glucosa×glucosa (A2), y glucosa (A) 
generaron un efecto significativo (p-valor: 0,0011; 0,017; 0,0001; respectivamente; Figura 6, 2B) 
y nuevamente el término EP3 (C) se incluyó en el modelo por el principio de jerarquía. El p-valor 
del modelo y la prueba de falta de ajuste (0,0001; 0,926; Figura 6, 2B) indican que el modelo se 
ajusta adecuadamente con los datos experimentales. La ecuación del polinomio de segundo 
orden (Figura 6, 2A-2C) obtenido del análisis de varianza, presenta un RAdj

2  de 0,87 indicando que 

FV SC gl CM Fo Valor-p 

Modelo 16,589 2 8,295 85,972 < 0,0001 
C 0,0163 1 0,0163 0,168 0,688 

C^2 16,573 1 16,573 171,776 < 0,0001 
Residual 1,351 14 0,0965   

Lack of Fit 1,160 12 0,0966 1,012 0,599 
Puro Error 0,191 2 0,0955   

Total 17,940 16    

FV SC gl CM Fo Valor-p 

Modelo 808,684 4 202,171 14,796 0,0001 
C 0,212 1 0,212 0,0155 0,9030 
A 512,930 1 512,930 37,538 < 0,0001 

C^2 249,296 1 249,296 18,244 0,00110 
A^2 104,487 1 104,487 7,647 0,0171 

Residual 163,972 12 13,664   
Lack of Fit 97,305 10 9,731 0,292 0,926 
Puro Error 66,667 2 33,333   

Total 972,656 16       

1C 

 T
ít

u
lo

es
p
[l

o
g(

u
fc

/m
L]

 
Es

p
(%

) 

𝐸𝑠𝑝(%) = −0,1𝐶2 − 32,9𝐴2 + 3,8𝐶 + 12,3𝐴 + 59,8  

  𝑅𝐴𝑑𝑗
2 = 0,87 

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜𝑒𝑠𝑝[𝑙𝑜𝑔(𝑢𝑓 𝑐 𝑚⁄ 𝐿)] = −0,03𝐶2 + 0,9𝐶 + 2,9  

𝑅𝐴𝑑𝑗
2 = 0,91 

Tabla Análisis de Varianza (SCP-Tipo III) 

Figura 6. Modelo de regresión cuadrático reducido de la variable respuesta en función de sus factores de 

significancia (A), tabla de análisis de varianza y prueba de falta de ajuste (B) (FV, Fuente de Variación; SC, Suma 

de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) y modelo de regresión de segundo orden 

de mejor ajuste y su R2
aj (C) para la cepa ILBB139, en las variables respuesta: título de esporas (1) y eficiencia de 

esporulación (2). Los factores A, B y C, son las concentraciones de glucosa, MnSO4, y EP3, respectivamente. El 

factor no representado en la figura se fijó al valor medio de su correspondiente rango dinámico. 

1A 

1B 

2A 2C 

2B 

Tabla Análisis de Varianza (SCP-Tipo III) 
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menos del 9,9% de la variabilidad total no es explicada por el modelo. La superficie de respuesta 
obtenida presentó una forma de loma, dando cuenta de la correcta selección del entorno 
experimental de trabajo al contener el punto estacionario centrado en el mismo. 

La concentración de MnSO4 (B) pese a ser uno de los factores incluidos en el diseño de 
optimización por los resultados obtenidos en el ensayo de selección de factores de significancia, 
no generó un efecto significativo en ninguna de las dos variables de estudio. Cabe destacar que 
el MnSO4 fue de los tres factores seleccionados el de mayor p-valor y cayó en la zona dudosa de 
significancia en el diagrama de Pareto de ambas variables respuesta (Figura 3). 

1.3.2.3. Localización del óptimo  

A partir de los modelos de segundo orden obtenidos para cada variable respuesta se construye 
su correspondiente función de deseabilidad parcial. A partir de las mismas se calculó la función 
de deseabilidad global y con el criterio de optimización prestablecido se obtiene el punto óptimo 
(Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figura 7 presenta una amplia zona en con valores de deseabilidad global altos, destacando 
ser una zona de optimización robusta. 

El punto óptimo se localizó a 0 g/L, 0 g/L y 14,9 g/L de glucosa, MnSO4 y EP3, respectivamente 
con un valor de deseabilidad global de 0,87. En dicho punto las variables respuestas se 
predijeron tomar valores de 9,5 log ufc/mL y 88% para el título de esporas y eficiencia de 
esporulación, respectivamente. 

El base a lo obtenido se propone como medio óptimo para la esporulación del ILBB139 al medio 
MEBT (Medio Esporulación Bacillus thuringiensis) detallado en Apéndice 1.3.1. 

Se ha reportado como óptimo de esporulación en condiciones de producción en batch para 
Bacillus thuringiensis HD-73 una relación molar C/N 4:1 (Farrera et al., 1998), lo cual es 
coherente con el medio optimizado para ILBB139 aun siendo un atributo cepa específico. 

 

 

Figura 7. Función de deseabilidad global de las variables respuestas título de esporas y eficiencia de esporulación 

en función de los factores significativos en el diseño de optimización. Los factores A, B y C, son las concentraciones 

de glucosa, MnSO4, y EP3, respectivamente. El factor de estudio no representado en la figura se fijó al valor medio 

de su correspondiente rango dinámico. 
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1.3.2.4. Verificación experimental del óptimo, cálculo de error de predicción del 

modelo y comparación con medio de cultivo clásico 

Para el medio MEBT se obtiene experimentalmente un título de esporas de 9,3 log ufc/mL y una 
eficiencia de esporulación del 82% para la cepa ILBB139; reportando un error de predicción del 
modelo de -2% y -7%. En el medio 2SG en semejantes condiciones de cultivo se obtiene un título 
de esporas de 7,6 log ufc/mL y una eficiencia de esporulación del 80% para la cepa ILBB139. Las 
esporas producidas una vez germinadas presentaron la capacidad de mineralizar el fitato de 
sodio en medio sólido. 

 

  Optimización de medio de cultivo para ILBB592 

1.3.3.1. Prueba intermedia de selección de zona de optimización para EP2 

El  rango dinámico de optimización para EP2 y la cepa ILBB592 se presenta en la Figura 8. 

  

En base a la tendencia recabada se selecciona el rango dinámico de optimización 5-25 g/L para 
EP2. 
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Figura 8. Gráfico de dispersión con línea de título de esporas (ufc/mL) y eficiencia de esporulación para los 

distintos niveles de EP3 ensayados. El cuadro rojo punteado indica la zona de optimización seleccionada. Cada 

punto representa el promedio de tres réplicas ± la desviación estándar. 
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1.3.3.2. Ajuste de modelo propuesto para el modelado del título de esporas y 

eficiencia de esporulación a partir de los factores de significancia 

Los modelos polinómicos de segundo orden ajustados para cada variable respuesta de estudio 
se presentan en la Figura 9.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis de varianza del diseño experimental de optimización CCD para la cepa ILBB592 indico 
que EP2×EP2 (B2), MnSO4× MnSO4 (A2), y (B) generaron un efecto significativo (p-valor: 0,0043; 
0,043; 0,0018; respectivamente; Figura 9, 1B) y el término MnSO4 (A) se incluyó en el modelo 
por el principio de jerarquía.  El p-valor del modelo y la prueba de falta de ajuste (0,0045; 0,569; 
Figura 9, 1B) indican que el modelo se ajusta adecuadamente con los datos experimentales. La 
ecuación del polinomio de segundo orden (Figura 9, 1A-1C) obtenido del análisis de varianza, 
presenta un RAdj

2  de 0,82 indicando que menos del 9,4% de la variabilidad total no es explicada 

por el modelo.  La superficie de respuesta obtenida en este caso volvió a presento una forma de 
loma, dando cuenta de la correcta selección del entorno experimental de trabajo al contener el 
punto estacionario centrado en el mismo. 

Para la eficiencia de esporulación el término EP2×EP2 (B2) presentó un efecto significativo (p-
valor: 0,0003; Figura 9, 2B) y el término EP2(B) se incluyó en el modelo por el principio de 
jerarquía. El p-valor del modelo y la prueba de falta de ajuste (0,001; 0,689; Figura 9, 2B) indican 
que el modelo se ajusta adecuadamente con los datos experimentales. La ecuación del 
polinomio de segundo orden (Figura 9, 2A-2C) obtenido del análisis de varianza, presenta un RAdj

2  

de 0,87 indicando que menos del 9,2% de la variabilidad total no es explicada por el modelo.  

 

FV SC gl CM Fo Valor-p 

Modelo 36,628 4 9,157 12,547 0,0045 
A 0,0333 1 0,0333 0,0456 0,8379 
B 20,845 1 20,845 28,562 0,0018 

A^2 4,800 1 4,800 6,577 0,0426 
B^2 14,494 1 14,494 19,860 0,0043 

Residual 4,835 6 0,730   

Lack of Fit 4,379 4 1,095 1,243 0,569 
Puro Error 0,456 2 1,056   

Total 41,007 10    

FV SC gl CM Fo Valor-p 

Modelo 10885,684 2 5442,842 18,410 0,001 
B 402,542 1 402,542 1,362 0,2769 

B^2 10483,142 1 10483,142 35,459 0,0003 
Residual 2365,101 8 295,642   

Lack of Fit 2267,135 6 394,189 0,536 0,689 
Puro Error 97,967 2 45,326   

Total 13250,819 10    
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Tabla Análisis de Varianza (SCP-Tipo III) 

Tabla Análisis de Varianza (SCP-Tipo III) 

𝐸𝑠𝑝(%) = −0,82𝐵2 − 23,7B − 68,0   
 𝑅𝐴𝑑𝑗

2 = 0,87 

1A 1C 

2B 

Figura 9. Modelo de regresión cuadrático reducido de la variable respuesta en función de sus factores de 

significancia (A), tabla de análisis de varianza y prueba de falta de ajuste (B) (FV, Fuente de Variación; SC, Suma 

de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales) y modelo de regresión de segundo orden 

de mejor ajuste y su R2
aj (C) para la cepa ILBB592, en las variables respuesta: título de esporas (1) y eficiencia de 

esporulación (2). Los factores A y B, son las concentraciones de MnSO4 y EP2, respectivamente.  

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜𝑒𝑠𝑝[𝑙𝑜𝑔(𝑢𝑓𝑐 𝑚𝐿⁄ )] = −1,6𝐵2 − 0,9𝐴2 + 1,6B + 0,06A + 10,0 

𝑅𝐴𝑑𝑗
2 = 0,82 

2A      2C 
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1.3.3.3. Localización del óptimo  

A partir de los modelos de segundo orden obtenidos para cada variable respuesta se construye 
su correspondiente función de deseabilidad parcial. A partir de las mismas se calculó la función 
de deseabilidad global y con el criterio de optimización prestablecido se obtiene el punto óptimo 
(Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Figura 10. presenta una amplia zona con valores de deseabilidad global altos, siendo ser una 
zona de optimización robusta. 

El punto óptimo se localizó a 0,03 g/L y 16,1 g/L de MnSO4 y EP2, respectivamente con un valor 
de deseabilidad global de 0,84. En dicho punto las variables respuestas predichas toman valores 
de 10,2 log(ufc/mL) y 100% para el título de esporas y eficiencia de esporulación, 
respectivamente. 

Se propone como medio óptimo para la esporulación del ILBB592 al medio MEBM (Medio 
Esporulación Bacillus megaterium) detallado en Apéndice 1.3.2. 

La relación molar C:N del medio optimizado para ILBB592 es de 5:1. Se ha reportado una relación 
óptima significativamente superior para Bacillus megaterium (BA-019) para producción de PHB 
de 25:1 (Kulpreecha et al., 2009). Esto es coherente dado que en la producción de PHB el exceso 
de carbono se toma como estrategia para que el cultivo no inicie el proceso de esporulación al 
acidificarse el medio (debido a los productos de fermentación) (Kraemer-Schafhalter et al., 
1996). dado que el polímero es degradado una vez que el cultivo inicia la esporulación (Wang et 
al., 2016). Para una relación C/N 5:1 Kanjanachumpol (2013) obtuvo para la misma cepa un 
máximo de producción de biomasa y un mínimo de PHB en condiciones de producción en 
fedbatch. 

1.3.3.4. Verificación experimental del óptimo y cálculo de error de predicción 

del modelo e comparación con medio de cultivo clásico. 

Para el medio MEBM se obtiene experimentalmente un título de esporas de 10,3 log ufc/mL y 
una eficiencia de esporulación del 100% para la cepa ILBB592; reportando un error de predicción 
del modelo de 1% y 0,003%. En el medio 2SG en semejantes condiciones de cultivo se obtiene 
un título de esporas de 8,2 log ufc/mL y una eficiencia de esporulación del 95% para la cepa 
ILBB592. Las esporas producidas una vez germinadas presentaron la capacidad de mineralizar el 
fitato de sodio en medio sólido. 

Figura 10. Función de deseabilidad global de las variables respuestas título de esporas y eficiencia de esporulación 

en función de los factores significativos en el diseño de optimización. Los factores A y B, son las concentraciones 

de MnSO4, y EP2, respectivamente.  
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2. Optimización de condiciones de producción para la cepa ILBB592 

2.1. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en matraz y en biorreactor en modo 

de operación discontinuo (batch) 

En las Figuras 11 y 12 se representan los perfiles de condiciones de operación y variables de 
estado del proceso en función del tiempo, así como los parámetros descriptivos del mismo para 
la producción en matraz y en biorreactor (batch), respectivamente.  

La duración de la fase lag difiere entre ambos procesos, siendo inferior para la producción en 
batch. Esto puede ser atribuible a que el medio de generación del inóculo en el batch fue el 
mismo medio (MEBM), mientras que para la producción en matraz se realizó en LB, por lo cual 
el cultivo pudo requerir un período de aclimatación previo al inicio del crecimiento. Una 
duración de fase lag de 4hs para un proceso en biorreactor es coherente con lo reportado para 
B. megaterium (Hollman et al., 2004; Sabra et al., 2008; Kanjanachumpol et al., 2013). 

En ambos sistemas de producción las curvas de crecimiento microbiano se ajustan a el modelo 
no estructurado, no segregado de Monod (R2=0,993 y R2=0,991, matraz y biorreactor 
respectivamente (Apéndice 10)), por lo que amerita el cálculo del parámetro µmáx, así como de 
otras propiedades del cultivo que representan el comportamiento promedio de la población de 
células (Tablas C de las Figuras 11 y 12). Los valores obtenidos de µmáx para ambos sistemas de 
producción son coherente con lo reportado por otros autores (Hollman et al., 2004; Sabra et al., 
2008; Kanjanachumpol et al., 2013). El µmáx para el sistema de producción en batch fue 
significativamente mayor que en matraz, esto puede ser atribuible a una mayor capacidad de 
transferencia de oxígeno para este sistema de producción, pese a que en ambos sistemas de 
producción el oxígeno fue limitante en algún período de la corrida, al constatarse la 
fermentación de partes de las fuentes de carbono disponibles ante una reducción del pH del 
medio. Se ha reportado un incremento en µmáx concomitantemente con el porcentaje de oxígeno 
disuelto (OD) establecido para un sistema de producción en batch de B. megaterium DSMZ 90 
(Sabra et al., 2008). 

La duración de la fase exponencial en la producción en matraz fue mayor que en batch, en 
coherencia con la tendencia de µmáx anteriormente discutida para estos dos sistemas.  

Durante la fase exponencial se constata la conversión total del azúcar del medio en ambos 
sistemas. Inclusive el perfil del pH durante la producción en ambos sistemas presenta una 
tendencia semejante (Rowe et al., 2003). En esta fase se obtiene, una etapa de acidificación del 
medio (se alcanza un pH mínimo de 6 para ambos sistemas cuando resta convertir un 25% de la 
glucosa disponible inicialmente en el medio) y una etapa de incremento del pH inclusive por 
encima del pH inicial del medio.  

Se ha reportado que ante un exceso de glucosa en aerobiosis la misma es respirada por los 
Bacillus s.l. a través de la vía de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) obteniendo como productos 
mayoritarios ácido acético y pirúvico (Mignone et al., 1996; Yang et al., 2000). Una vez, que la 
glucosa se agota, los ácidos son oxidados por el ciclo de Krebs (Lüthy et al., 1982) estando este 
evento asociado al inicio de la esporulación (Benoit et al., 1990). Esto es consistente con lo 
obtenido en la etapa de acidificación del medio. A su vez, el incremento de pH pude atribuirse a 
la metabolización de los ácidos orgánicos generados y de fuentes proteicas del medio (una vez 
agotada la glucosa y los ácidos orgánicos) mediante la amonificación, proceso mediante el cual 
se da la liberación de amonio y otros sustratos alcalinos durante la lisis celular (Sarrafzadeh et 
al., 2014). Cabe destacar que el haber tomado el pH como variable a monitorear fue informativo 
del estadio fisiológico del cultivo, y se reporta como la opción más favorable en la producción 
de biomasa de Bacillus megaterium BA-019 (Kulpreecha et al., 2009).   
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Para la fase exponencial del cultivo en batch, el nivel de oxígeno disuelto vario entre 4% y 20%, 
alcanzando el mínimo aun operando el equipo en condiciones de máxima transferencia de 
oxígeno. A su vez, el incremento y reducción de OD% constatado a las 9.4hs de fermentación 
fue reproducible en las tres corridas efectuadas estando asociado al punto de inflexión del perfil 
del pH, al restablecerse el pH inicial del medio. Esto podría atribuirse a inicio de catabolismo de 
las fuentes proteicas una vez culminada el de los ácidos orgánicos (Hollmann et al., 2004). 

El inicio de la esporulación del cultivo (criterio mayor a 10% de eficiencia de esporulación) se 
constata para ambos sistemas a la quinta hora de iniciada la fase exponencial. En ese momento 
el pH del medio se encuentra en la etapa ascendente (Benoit et al., 1990) y el remanente de 
glucosa es menor al 25% de la concentración inicial (≤1.0g/L). Esto es coherente con la represión 
por glucosa en el proceso de esporulación (Schaeffer et al., 1965). Para ambos sistemas de 
producción se obtiene a las 12hs de fermentación la esporulación total del cultivo (espora no 
libre). 

El mayor título de esporas obtenido en matraz puede atribuirse a la mayor duración de la fase 
exponencial con una velocidad de crecimiento específico menor respecto a la producción en 
batch, siendo los principales parámetros descriptivos que difieren significativamente para 
ambos sistemas (Tablas C de las Figuras 11 y 12). 

De este modo, al crecer a una menor velocidad de crecimiento específico ante la misma 
disponibilidad de nutrientes puede que en el matraz una mayor fracción del total de la glucosa 
disponible en el medio haya sido respirada en lugar de fermentada, obteniendo así una mayor 
ganancia de energía metabólica a cambio y por ende un mayor título de esporas.  

Esto sugiere que la operación del biorreactor en modo fedbatch tendría un desempeño superior 
al batch, ya que permitiría obtener un cultivo una con alta densidad celular, al implementar la 
estrategia de extender la fase de exponencial a una velocidad de crecimiento específica 
reducida. Esto se lograría limitado la disponibilidad de un sustrato, con el fin de levantar la 
limitante de oxígeno en el cultivo y la producción de ácido asociada (Hollman et al., 2004; 
Kraemer-Schafhalter et al., 1996).  
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Parámetros Batch 
𝑇𝑙𝑎𝑔 (h) 5 
𝑇𝑒𝑥𝑝 (h) 9 

𝑋𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (
𝑔

𝐿
) 6,2 ± 0,2 

𝑋𝑆 𝑚á𝑥 (%) 100 ± 2 

𝑌𝑋/𝑆 (
𝑔

𝑔
) 0,9 ± 0,1 

𝑄𝑋 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝐿h
) 1,56 ± 0,02 

𝑄𝑆 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝐿h
) 1,1 ± 0,1 

𝜇 𝑚á𝑥  (h−1) 0,362 ± 0,004 

𝑞𝑆 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝑔h
) 0,7 ± 0,1 

Título esporas (ufc/mL) 1,0 × 1010 
Eficiencia de esporulación (%) 100 ± 1 

 
Figura 11. Perfiles de condiciones de operación (A) y variables 

de estado del proceso (B) en función del tiempo, así como los 

parámetros descriptivos del mismo (Tabla C) para la producción 

en matraz. En las figuras A y los datos registrados por el equipo 

en una corrida. En la figura B se representa el promedio y barra 

de error (±SD) de las réplicas analíticas recabadas en una 

corrida. En la Tabla C, se representa el promedio y la desviación 

estándar del duplicado de corrida para cada parámetro. Las 

determinaciones a las 24hs de incubación no presentaron 

diferencias significativas con las 16hs, por lo que no se 

representa en las figuras. El rectángulo violeta y verde 

representan la fase lag y exponencial, respectivamente. 
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B 

C 
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𝑇𝑙𝑎𝑔 (h) 4 
𝑇𝑒𝑥𝑝 (h) 6 

𝑋𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (
𝑔

𝐿
) 6,9 ± 0,2 

𝑋𝑆 𝑚á𝑥 (%) 100 ± 2 

𝑌𝑋/𝑆 (
𝑔

𝑔
) 0,9 ± 0,3 

𝑄𝑋 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝐿h
) 

1,83 ± 
0,01 

𝑄𝑆 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝐿h
) 1,1 ± 0,2 

𝜇 𝑚á𝑥  (h−1) 
0,45 ± 
0,01 

𝑞𝑆 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝑔h
) 0,7 ± 0,1 

Título esporas (ufc/mL) 5,0 × 108 
Eficiencia de esporulación (%) 100 ± 2 

 
Figura 12. Perfiles de condiciones de operación (A) y variables 

de estado del proceso (B) en función del tiempo, así como los 

parámetros descriptivos del mismo (Tabla C) para la 

producción en batch. En las figuras A y los datos registrados 

por el equipo en una corrida. En la figura B se representa el 

promedio y barra de error (±SD) de las réplicas analíticas 

recabadas en una corrida. En la Tabla C, se representa el 

promedio y la desviación estándar del duplicado de corrida 

para cada parámetro. Las determinaciones a las 24hs de 

incubación no presentaron diferencias significativas con las 

13hs, por lo que no se representa en las figuras. El rectángulo 

violeta y verde representan la fase lag y exponencial, 

respectivamente. 
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2.2. Estudio de cinética microbiana de la cepa ILBB592 en biorreactor en modo de operación 

semicontinuo (fedbatch) 

 Determinación de tolerancia máxima a glucosa para la cepa ILBB592 en MEBM 

Dado el interés de evaluar la producción de las esporas de ILBB592 en MEBM en el modo de 
operación en fedbatch se determinó la tolerancia máxima a la glucosa para la cepa ILBB592 en 
este medio, con el fin de modelar la sistemática de ejecución de las alimentaciones (Figura 13). 

Los resultados obtenidos se informan en la Figura X.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Gráfico de dispersión con línea de: porcentaje de conversión de Az-R, eficiencia de esporulación, pH medio, 
y título de esporas de ILBB592 para los distintos niveles de glucosa evaluados en MEBM. La línea continua verde 
vertical indica el nivel de 25g/L de glucosa. La línea punteada naranja horizontal indica el pH inicial de medio (6.5 
luego de autoclavar). 

En el rango de concentración de glucosa 5-25 g/L el título de esporas y la eficiencia de 
esporulación no presento diferencias significativas (análisis estadístico no representado en la 
Figura 13.), alcanzándose los valores máximos de optimización (1×1010esporas/mL, 100% de 
eficiencia de esporulación). Cabe destacar que para la cepa ILBB139 se obtuvo un efecto 
negativo significativo en el rango de concentración de glucosa de 1-20 g/L en la etapa de 
selección de componentes de medio de cultivo a optimizar (inciso 1.2.2 de Resultados y 
Discusión). La cepa ILBB592 al presentar una mayor tolerancia a la glucosa respecto a la ILBB139 
la vuelve más competente en la modalidad de operación fedbatch de reactor, siendo este otro 
atributo que destaca a ILBB592 en la etapa de bioproducción de esporas. 

En el rango de concentración de glucosa de 5-25 g/L la conversión de azúcares reductores no 
presento diferencias significativas (análisis estadístico no representado en la Figura 13.) siendo 
del entorno al 99%. A su vez, para este rango de concentración de glucosa el pH del medio 
aumentó, siendo mayor para los menores niveles de glucosa inicial en el medio. Esto puede 
atribuirse al catabolismo de fuentes proteicas. 
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En el rango de concentración de glucosa de 25-150 g/L no hubo esporulación del cultivo. A 50 
g/L de glucosa se obtiene un crecimiento que alcanza un título de 5×106ufc/mL, en cambio al 
150g/L se constata una inhibición del crecimiento.  

En el rango de concentración de glucosa 25-150 g/L la conversión de azúcares reductores se 
reduce significativamente (análisis estadístico no representado en la Figura 13.), con una 
acidificación del medio de cultivo mayor para los niveles de glucosa superiores. Esto es 
consistente con la respiración de glucosa reportada para Bacillus. s.l.  a través de la vía de 
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ante un exceso de fuente de carbono. No obstante, la 
acidificación del medio también puede atribuirse a la fermentación de la fuente de carbono 
disponible, en caso de que la trasferencia de oxígeno sea la limitante en el sistema de 
producción.  

Pese a la estrategia metabólica de los Bacillus s.l., de almacenar el exceso de fuente de carbono 
fácilmente asimilable como ácidos orgánicos para ser asimilados en la etapa de esporulación, se 
redujo el porcentaje de conversión del total de glucosa disponible aun constatando una 
reducción del pH. Esto podría atribuirse a la inhibición del crecimiento del cultivo dado el nivel 
de acidez que alcanza el medio. Al trabajar a 150g/L de glucosa, el cultivo alcanza un pH 3,3 y no 
presenta una carga bacteriana superior al límite de detección del recuento en placa por 
microgota (100ufc/mL) a las 48 horas de incubación. 

Los resultados obtenidos proponen a la glucosa como el sustrato limitante estequiométrico de 
proceso, presentando una inhibición por sustrato a concentraciones mayores a 25g/L. 

 Selección de inicio y estrategia de alimentación de glucosa 

Uno de los factores que definen y condicionan el éxito del modo de operación en fedbatch es la 

selección del inicio de la alimentación. Los momentos pueden ser: en la etapa intermedia de la 

fase exponencial cuando la velocidad de crecimiento especifica es máxima y a un bajo nivel de 

biomasa; o a una instancia avanzada de la fase exponencial a una baja velocidad especifica de 

crecimiento con alta biomasa de modo de evitar la acumulación del sustrato alimentado. Dado 

que la acumulación de glucosa reprime la esporulación del cultivo se optó por la segunda opción, 

iniciando la alimentación la cuarta hora de la fase exponencial momento al cual no se constata 

aún el inicio de la esporulación del cultivo (menor al 10% de eficiencia de esporulación) y el 

remanente de glucosa en el medio es inferior al 25% de la concentración inicial. 

En la selección de la estrategia de alimentación se contempló que fuese potencialmente 

escalable, por lo que se decidió trabajar a un flujo de adición constante. Dado los resultados 

contradictorios que se reportan para esta modalidad de alimentación (inciso 2.2 de Introducción 

específica) se propone idear una estrategia de alimentación en la cual, el crecimiento 

microbiano se encuentre limitado por la disponibilidad del sustrato limitante (glucosa) y no por 

la capacidad de transferencia de oxígeno del equipo. El fin fue, con el fin de obtener un 

crecimiento microbiano orientado y reducir la formación de productos secundarios indeseados 

(ácidos orgánicos) asociados a una sección del crecimiento del cultivo (Kraemer-Schafhalter et 

al., 1996; Hollman et al., 2004). Para ello se propone trabajar a una velocidad específica 

constante inferior a la velocidad máxima constatada a las condiciones máximas de transferencia 

de oxígeno del equipo. La estrategia de alimentación a flujo constante con una solución de 

alimentación en la cual la concentración del sustrato limitante varíe en forma asintótica en el 

tiempo, responde al modelo desarrollado en el Apéndice 7. 

Otro aspecto para destacar como crítico y controversial en la bioproducción de esporas de 

Bacillus s.l. es la dependencia o no del oxígeno disponible en el inicio de la esporulación. Varios 
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trabajos proponen que tanto el inicio como el proceso de esporulación es más eficiente en 

condiciones aerobias (Mignone et al., 1993; Kang et al., 1993; Boniolo et al., 2012), reportando 

que en condiciones anaerobias se alcanza la liberación de enzimas hidrolíticas (Etapa II) pero se 

detiene el proceso en alguna etapa subsiguiente sin culminar con la formación del esporangio 

(Espinosa et al., 2005). Sin embargo, se reportan eficiencias de esporulación del 100% para una 

etapa batch sucesiva a la de fedbatch en la que la transferencia de oxigeno del sistema es nula 

y solo se mantiene un nivel basal de agitación (Sarrafzadeh et al., 2014; Abbas et al., 2014). A su 

vez, las esporas producidas en condiciones anaerobias se reportan con una mayor resistencia 

térmica y a condiciones extremas de acidez (Abbas et al., 2014). Por lo que se propone una 

segunda etapa en modo de operación batch contigua a la de alimentación en que se transfiera 

oxígeno al sistema para dar lugar al inicio de la esporulación del cultivo. Y por último, se propone 

una etapa con un nivel basal de agitación con el fin de reducir el costo del proceso, el riesgo de 

que el cultivo se espume y mejorar la calidad de la espora producida. 

  Estudio de cinética microbiana 

En la Figura 14 se representan los perfiles de condiciones de operación y variables de estado del 
proceso en función del tiempo, así como los parámetros descriptivos del mismo para la 
producción en el biorreactor en modo de operación fedbatch. 

El cultivo se inició con en un modo de operación en batch en el cual se constata la fase lag y 
exponencial ya discutidas (Inciso 2.1 de Resultados y Discusión). 

Al inicio de la etapa de alimentación (8 horas) se constata una reducción abrupta del OD (de 37% 
a 8%) asociado al inicio de la disponibilidad del sustrato limitante (Kunpeng et al., 2015). Durante 
esta etapa de alimentación el OD se estabiliza a 16% durante las primeras 4 horas de 
alimentación, con una reducción paulatina del OD hasta 8% en las últimas 2 horas de esta etapa. 
Por esta razón se decide cesar la alimentación para que el crecimiento microbiano no ocurra en 
condiciones limitantes de oxígeno. Esto no ocurrió dado que el perfil de pH se mantuvo 
constante durante toda la etapa de alimentación (pH=7.8) sin haber una fermentación de un 
exceso de glucosa. 

El nivel de glucosa en la etapa de alimentación inició a 0.5g/L e incrementó paulatinamente 
hasta 1g/L. El nivel basal de glucosa no inhibe el inicio de la esporulación en la segunda etapa 
batch con transferencia de oxígeno. En la tercera etapa batch sin transferencia de oxígeno el 
nivel de glucosa en el medio se mantiene constante pese a una reducción del pH (pHFinal=7.3), lo 
cual puede ser indicativo de la fermentación de parte de la fuente de carbono disponible. El 
sistema operado en batch y fedbatch consumieron 10g y 28.5g de glucosa para un mismo 
volumen final de 2L de cultivo. 

Mediante esta estrategia de alimentación se obtuvo un crecimiento microbiano a una µ 
constante y menor que µMáx constatada en batch, en la cual no se constata una fermentación de 
fuente de carbono alimentada. De este modo se alcanza, un cultivo con un orden superior al 
logrado en el modo de operación en batch con una eficiencia de esporulación absoluta. 
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Parámetros Batch 
𝑇𝑙𝑎𝑔 (h) 4 
𝑇𝑒𝑥𝑝 (h) 4; 6 

𝑋𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (
𝑔

𝐿
) 23,1 ± 0,4 

𝑋𝑆 𝑚á𝑥 (%) 96 ± 2 
𝜇 𝑚á𝑥  (h−1) 0,48; 0,33 

Título esporas (ufc/mL) 5,0 × 109 
Eficiencia de esporulación (%) 100 ± 2 

  
  
  

  

 

Figura 14. Perfiles de condiciones de operación (A) y 

variables de estado del proceso (B) en función del tiempo, 

así como los parámetros descriptivos del mismo (Tabla C) 

para la producción en fedbatch. En las figuras A y los datos 

registrados por el equipo en una corrida. En la figura B se 

representa el promedio y barra de error (±SD) de las 

réplicas analíticas recabadas en una corrida. En la Tabla C, 

se representa el promedio y la desviación estándar del 

duplicado de corrida para cada parámetro. El rectángulo 

violeta representa la fase lag; los rectángulos verdes claro 

y el oscuro las etapas en modo de operación batch con y 

sin transferencia de oxígeno, respectivamente; y el 

rectángulo naranja la etapa en modo de operación 

fedbatch. 

A 

B 

C 
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 Ajuste de datos experimentales al modelo propuesto 

Durante la etapa de alimentación la curva de crecimiento microbiano se ajusta a una cinética de 
Monod con una velocidad específica de crecimiento constante y menor a la constada en la etapa 
batch (Figura 15.). La relación de la biomasa producida en función del tiempo presentó un buen 
ajuste con los datos experimentales en las primeras 4 horas de alimentación. El modelo de 
crecimiento microbiano de Monod también se constata para este período. De acuerdo con lo ya 
discutido, el OD en las últimas dos horas de alimentación declina respecto del valor establecido, 
dando cuenta del final del estado estacionario alcanzado en la etapa de alimentación. 

En la Figura 15. se representan las principales relaciones de regresión que definen la estrategia 
de alimentación ensayada así como el ajuste de los datos experimentales obtenidos. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Variación de concentración de glucosa en reservorio de dilución en función del tiempo (A); Biomasa 
producida en función del tiempo predicha por el modelo y datos experimentales (B); relación logarítmica de biomasa 
producida en función del tiempo para etapa batch y fedbatch (C) con sus correspondientes modelos de regresión 
lineal. 
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  Oportunidades de mejora del proceso en base al modelo obtenido 

Mediante esta estrategia de alimentación se optimizó un proceso de producción de esporas para 
para la cepa ILBB592, con potencial escalable (kLa= 2158h-1) alcanzando un título de esporas que 
se encuentra en un orden satifactorio para el desarrollo de un bioinsumo.  

Cabe destacar que no existen reportes de bioproducción en reactor a escala de laboratorio de 
esporas de Bacillus megaterium.  

3. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sólidas y líquidas del cultivo de esporas 

de la cepa ILBB592 producido en un biorreactor de escala de laboratorio 

3.1. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones líquidas del cultivo de esporas de 

la cepa ILBB592 

 

La carga de esporas inicial en las ocho formulaciones líquidas ensayadas fue un orden inferior a 

lo esperado, dado la carga inicial del cultivo y el factor de dilución inherente al proceso de 

formulación (Tabla 6.). Esta pérdida podría ser atribuida a la manipulación del cultivo durante la 

formulación. 

 

Las formulaciones líquidas T4, T5 y T6 redujeron un orden el título de esporas germinables a los 

dos meses de conservación. Esta también fue la tendencia que mantuvo el cultivo de esporas 

conservado a 22⁰C sin ningún agregado (T1). Para ese mismo período de conservación la 

formulación T8 redujo dos órdenes la carga de esporas germinables. En el caso de la formulación 

T3 también se constató una reducción de un orden pero a los cuatro meses de conservación. Las 

formulaciones con mejor desempeño fueron T2 y T7, las cuales conservaron la carga inicial de 

esporas durante los 4 meses de evaluación (Tabla 6.). 

 

Solo las formulaciones T2 y T7 mantuvieron un título de en torno a la factibilidad de 

implementación del producto logrado (9.0×107ufc/mL y 2.0×108ufc/mL) (Tabla 6.). Al considerar 

que para inocular un kilogramo de semillas de soja (600000 unidades de semilla) a una carga de 

105ufc/semilla, se deben aplicar 400mL del formulado líquido. Este cálculo no contempla la 

eficiencia del proceso de inoculación de semillas, por lo que se considera que el título de esporas 

alcanzado en estos formulados se encuentra ajustado para su implementación en la práctica. 

 

El control externo de esporas secas y lavadas para este lote de producción redujo un orden el 

título de esporas al mes de conservación (Tabla 6.), con una tendencia semejante a FS3 (inciso 

3.2). La centrifugación y lavado de esporas presentó un marcado desempeño superior respecto 

a las formulaciones líquidas ensayadas. 

 

Tabla 6. Carga de esporas de las ocho formulaciones líquidas y el control externo a los 0, 1, 2 y 

4 meses de conservación a 22⁰C 

T(meses) CE T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 

0 11,4a 8,7a 8,2a 8,3a 8,2a 8,3a 8,4a 8,3a 8,3a 

1 10,5b 8,3b 8,2a 8,2a 7,6b 7,8b 7,7b 8,4a 7,2b 

2 10,4b 7,9b 8,2a 8,0a 7,1c 7,3c 7,0c 8,4a 6,0c 

4 10,5b 7,5c 7,9a 6,9b 7,3c 7,4c 7,0c 8,5a 6,0c 

 

 
Los valores presentados son el promedio de dos réplicas biológicas. Para el control externo (CE, log (ufc/g)) y cada 

formulación líquida log(ufc/mL) se efectuó un ANOVA y prueba de comparación de medias LSD-Fisher entre la carga 

de esporas a los distintos tiempos de conservación. En una columna carga de esporas con misma letra no 

presentaron diferencia significativa para un p≤0.05. 
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La elección de estos tres factores de estudio (FL1, FL2 y FL3) tuvo como objetivo el reducir la 

actividad del agua libre del formulado y estabilizar el coloide mediante una acción surfactante 

de los compuestos.  

 

A partir de la carga de esporas obtenida a los cuatro meses de conservación (tiempo al cual se 

constató una mayor diferenciación de los formulados) se efectúa un ANOVA en el cual los 

tratamientos son definidos por la combinación de FL1, FL2 y FL3 a los dos niveles de trabajo 

ensayados. A partir del cuadro de análisis de varianza (Apéndice 4.13.2) se corrobora una 

significancia de los efectos principales de FL1 (Polivinilpirrolidona (PVP)) y FL2 (Glicerina). 

Mediante un estudio de interacción de los factores FL1 y FL2 se obtuvo una interacción positiva 

y negativa, respectivamente con la variable respuesta en estudio. Las interacciones de segundo 

orden también fueron significativas, aunque explican menos del 10% del error total del modelo 

(Apéndice 4.13.2). 

 

El PVP con un efecto positivo en la conservación de esporas en medio líquido se le reporta las 

capacidades de: reducir la actividad de agua libre, presentar acción surfactante y reducir la 

actividad de compuestos tóxicos que pueden generarse durante la fermentación (Sridhar et al., 

2003; Velineni et al., 2011; Ramyabharathi et al., 2016). Esto, es relevante al no efectuar una 

remoción de metabolitos que quedan en el cultivo y podrían generar un efecto inhibitorio en la 

germinación de la semilla y/o crecimiento de la planta (Burges et al., 1998). 

 

En el caso del glicerol (constituyente de la glicerina) se encontraron referencias contradictorias 

de su posible efecto en la conservación de esporas en medio líquido. Por una parte, se referencia 

ser un componente con capacidad surfactante y de protección osmótica ante una alta reducción 

de la actividad de agua y es un constituyente reportado para formulaciones líquidas de esporas 

de Bacillus spp. (Sridhar et al., 2003; Ramyabharathi et al., 2016). A su vez, la glicerina es uno de 

los principales productos secundarios en la producción del biodiesel y su disponibilidad en el 

mercado es alta, a un costo accesible. Porras et al., 2017 reportan para una cepa de Bacillus 

megaterium la capacidad de crecer con glicerol como única fuente de carbono y energía. Por 

ello, la disponibilidad de una fuente de carbono podría explicar una inducción de la germinación 

de esporas y la reducción de su estabilidad en el tiempo, tal como fue constatado en el ensayo. 

 

3.2. Estudio de estabilidad en el tiempo de formulaciones sólidas del cultivo de esporas de 

la cepa ILBB592 

 

La carga inicial de esporas para las formulaciones FS1 y FS2 fue un orden inferior a lo esperado, 

dado la carga del cultivo a formular y el factor de dilución inherente a la formulación. No 

obstante, FS3 presento una carga inicial coherente con lo esperado (Figura 16).  

 

Los formulados FS3 y FS1 redujeron un orden al mes y dos meses de conservación, 

respectivamente. Esta reducción del título de esporas germinables se mantuvo constante en la 

totalidad del tiempo de ensayo. La carga de esporas del FS2 no presentó diferencias significativas 

entre los distintos tiempos de estudio (Figura 16).  
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Figura 16. Carga de esporas (log(ufc/g)) de las tres formulaciones sólidas a los 0, 1, 2 y 4 meses de conservación a 

22⁰C. Para cada formulación sólida se efectuó un ANOVA y prueba de comparación de medias LSD-Fisher entre la 

carga de esporas a los distintos tiempos de conservación. Para cada formulado cargas de esporas con misma letra no 

presentaron diferencia significativa para un p≤0.05. El formulado FS2 no se obtuvo diferencias significativas para 

ninguno de los tiempos de conservación ensayados. 

 

Contemplando la carga de esporas máxima alcanzada a los cuatro meses de conservación para 

las tres formulaciones ensayadas, solo FS3 alcanzó un título de en torno a la aplicabilidad 

(2.3×1010ufc/g). Para inocular un kilogramo de semillas de soja (600000 semillas), a una carga de 

106ufc/semilla se deben aplicar 26g del formulado sólido. No obstante, es de destacarse que 

para esta formulación no se obtuvo una estabilidad durante los cuatro meses de estudio y su 

potencial escalabilidad a nivel industrial implica una considerable inversión en equipamiento de 

centrifugación. 

 

La formulación FS2 si bien no alcanzo un título en torno a la aplicabilidad (1.7×108ufc/g), 

presentó estabilidad en la carga de esporas en los cuatro meses analizados. Sin embargo, es de 

destacar el consumo de un recurso finito no renovable (turba) y el costo de acceder a este 

soporte sólido estéril. Hay un reporte de formulación de esporas de Bacillus subtilis por 

impregnación de turba estéril, con una reducción de dos órdenes en la carga de esporas para 

igual tiempo y condiciones de preservación (El‐Hassan et al., 2006). 

 

La formulación FS1 no alcanzó a los cuatro meses de preservación un título adecuado para la 

implementación de este producto (8.3×108ufc/g), implicando impregnar 725g del formulado 

sólido por kilogramo de semilla. Este formulado fue ideado en con el fin de adsorber la espora a 

un soporte sólido inerte de disponibilidad nacional, como el caolín, para obtener un producto 

final con baja actividad de agua, en base reportes de factibilidad para esporas de Bacillus spp. 

(Omer et al., 2010).  

 

Las interacciones que permiten que esta adsorción tenga lugar son:   

-Interacciones electroestáticas: importantes en el proceso de adhesión de la espora (Chung et 

al., 2010) y carga negativa asignable a la corteza de la espora dada la alta proporción de grupos 

carboxilos que presenta en esta cubierta proteica (Nishihara et al., 1981). La carga de la arcilla 

también es negativa dada la presencia de oxígenos sin valencia completa; por lo que adición de 

un agente coagulante de carga positiva (cationes metálicos constituyentes del medio de cultivo) 

desestabiliza el coloide y permite que la coagulación tenga lugar.  
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-Interacciones hidrofóbicas: es bien conocido el carácter hidrofóbico de la cubierta de la espora 

(Doyle et al., 1984). Por ello se incorpora un adsorbente de alta superficie activa (50-2500 m2/g) 

como el carbono activo que presenta un tamaño de poro de amplio rango (2-1000 nm). El 

diámetro de la espora de Bacillus spp. es 0.85µm (Xu-Zou et al., 2017). 

 

Por último, la incorporación de PVP se efectúa ya que es un polímero que favorece la agregación 

y lubricación de formulados sólidos, capturando agua libre (Burges, 1998). 

 

3.3. Conclusiones y perspectivas en la formulación de esporas 

En este primer ensayo preliminar de formulación de esporas se constató un mejor desempeño 
de la formulación sólida respecto a la líquida, obteniendo para ambos casos formulaciones con 
una carga de esporas en torno a la factibilidad de implementación del producto final. 

Para las formulaciones sólidas se obtuvo un mayor título de esporas mediante la estrategia de 
centrifugación del medio de cultivo. La formulación en base a caolín nacional si bien no se tuvo 
un alto desempeño, sería un interesante objeto de estudio en un ensayo posterior con el fin de 
optimizar la adhesión de la espora. Numerosos factores influyen en este proceso tales como: 
relación cultivo/caolín, nivel de acidez, concentración de agente coagulante, entre otros. 

En el caso de las formulaciones líquidas se obtuvo un mayor título de esporas y estabilidad para 
las formulaciones T2 y T7 que tienen agregado de PVP y glutamato de sodio (Apéndice 4.13.1). 
La evaluación de formulaciones líquidas no acuosas y formulaciones acuosas en atmósfera de 
nitrógeno serían dos factores por ensayar para mejorar el desempeño de este medio de 
formulación de esporas. 

D. CONCLUSIONES 

 

Se optimizó el medio de cultivo de esporulación para las cepas ILBB592 y ILBB139 a partir de 

materias primas disponibles en el mercado, alcanzando título de esporas de 9,3 y 10,3 

log(ufc/mL), respectivamente. 

 

Se optimizó las condiciones de producción de ILBB592 mediante el modo de operación en 

fedbatch con una estrategia de alimentación escalable y se alcanzó un título de esporas que se 

encuentra en un orden satisfactorio para el desarrollo de un bioinsumo (5,0 × 109 ufc/mL). 

Se obtuvieron formulaciones sólidas y líquidas con una carga de esporas en torno a la factibilidad 

de implementación del formulado logrado. Como primer ensayo preliminar de estudio de 

formulación de esporas se definieron nuevas directrices para incrementar el desempeño y 

factibilidad de escalado de este proceso. 
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El cultivo de soja se ubica entre los principales productos de exportación del país desde hace 

unos años correspondiendo al 13% de la totalidad de bienes exportados para el 2017 (ADAU, 

2017). Dada la necesidad de suplir los requerimientos nutricionales de este cultivo, se constata 

en forma concomitante una tendencia estable a ascendente de la importación de fertilizantes 

fosfatados al país (1,4% de las compras externas, sin considerar el petróleo y derivados (ADAU, 

2017)). Como efecto colateral del incremento de la soja y la agricultura en general, se ha 

observado el avanzado estado trófico en numerosos sistemas acuáticos del país, que han 

incrementado la frecuencia de la floración de cianobacterias, como consecuencia de la erosión 

del fósforo inmovilizado en el suelo. 

Para el cultivo de soja se destaca desde la década del 70 la inoculación de semillas con 

bradyrizobios para suplir la limitante de nitrógeno de este cultivo y leguminosas en general. La 

alta adopción de esta tecnología sugiere recurrir a la co-inoculación con microorganismos que 

sean capaces de regular la fitodisponibilidad de P en el suelo como estrategia alternativa a la 

fertilización fosfatada. 

Varios son los géneros bacterianos asociados al ciclado del P inorgánico y orgánico del suelo. 

Entre los más estudiados se destacan: Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Burkholderia, 

Serratia (Behera et al., 2014). Cabe destacar, que la mayoría de los esfuerzos de investigación a 

nivel nacional y mundial se han dirigido a estudiar la movilización de las fracciones inorgánicas, 

desestimando el reservorio de P en la fracción orgánica, pese a representar el 50% del contenido 

total de fósforo en el suelo ((Tisdale et al., 1993). Miembros de Bacillus s.l. presentan un alto 

potencial para ser empleados en el desarrollo de un biofertilizante dada su capacidad de formar 

estructuras de resistencia, lo cual le confiere una ventaja competitiva ante otros géneros 

bacterianos, tanto en la sobrevivencia en condiciones ambientales adversas como en largos 

períodos de acopio del formulado de esporas. 

La estrategia seguida en este trabajo permitió identificar 15 especies pertenecientes al grupo 

Bacillus s.l., de las cuales 11 fueron capaces de mineralizar P orgánico y/o solubilizar P 

inorgánico. Los grupos más representados fueron la especie Bacillus thuringiensis y el taxa 

Bacillus megaterium/aryabhattai, asignando a éstas la capacidad de producir ácidos orgánicos 

y fitasas extracelulares como estrategias para la movilización del fósforo in vitro. 

En el presente trabajo se constató una mayor abundancia de aislamientos con la capacidad 

funcional de interés a partir de raíces de plantas de soja y suelo rizosférico, en comparación con 

los recabados a partir de suelo no rizoférico de sitios sin historia previa en este cultivo. Una 

eventual presión de selección ejercida por la planta y/o condiciones de cultivo sobre los 

microorganismos de la rizósfera pudo haber seleccionado cepas cultivables pertenecientes al 

grupo Bacillus s.l. con la capacidad de mineralizar P orgánico y/o solubilizar P inorgánico. 

Sin embargo, la estrategia selección del presente estudio permitió mantener relativamente 

representada las especies recabadas en la colección inicial en los sucesivos niveles de screening. 

La importancia de esto radica en incrementar las posibilidades de expresión de otras 

capacidades funcionales de interés que incrementen la probabilidad de éxito de la estrategia 

biotecnológica. Entre ellas se destaca la capacidad de: colonizar la raíz, producir fitohormonas, 

formar biofilm, actuar como agente de control biológico, entre otras. Si bien en el presente 

trabajo no se efectuó el estudio de estos atributos, ni el efecto directo de su inoculación sobre 

la nutrición de la planta, los mismos fueron efectuados en paralelo en el marco del proyecto. El 

desempeño diferencial obtenido de las cepas ILBB592 y ILBB139 (Bacillus megaterium y Bacillus 

thuringiensis) en estudios de absorción de fósforo en planta de soja co-inoculadas con 
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bradyrizobios llevo a su selección para la etapa de bioproducción. Las cepas ILBB592 y ILBB139, 

si bien mostraban la funcionalidad de interés no habían sido las de mejor desempeño durante 

la movilización de P in vitro. 

En la etapa de optimización de bioproducción y formulado de esporas, se optimizó el medio de 

cultivo de esporulación de las dos cepas seleccionadas. La cepa ILBB592 presentó un mayor 

título de esporas y tolerancia a la glucosa respecto a la ILBB139. Esto vuelve a la cepa ILBB592 

más competente en la modalidad de operación fedbatch de reactor, siendo este el modo de 

operación del reactor requerido para sobrellevar la demanda de oxígeno del cultivo aun 

operando el equipo en su máxima capacidad de transferencia de oxígeno. 

Finalmente, para la cepa ILBB592 se obtuvieron formulaciones sólidas y líquidas con una carga 

de esporas en torno a la factibilidad de implementación del formulado logrado. El mayor 

desempeño de las formulaciones sólidas se logró con la centrifugación, lavado y secado de 

esporas, mientras que en las formulaciones líquidas se logró el mayor desempeño con el 

agregado de PVP y glutamato de sodio a 20g/L. Cabe destacar que la capacidad funcional de 

interés fue corroborada en el cultivo de esporas obtenido de cada etapa del proceso de 

bioproducción, así como en los formulados finales.  

Como continuación del trabajo se plantea: evaluar el desempeño agronómico de la cepa ILBB592 

co-inculada con rizobio en la movilización de fósforo, continuar la optimización del proceso de 

formación de esporas, efectuar el escalado del proceso de producción y formulación de esporas 

de ILBB592 (con el correspondiente análisis económico y financiero del proceso) y realizar el 

procedimiento de registro del nuevo inoculante nacional en base a las directrices marcadas por 

la Dirección General de Servicios Agrícolas (DGSA) del Ministerio de Ganadería, Agricultura y 

Pesca, en la División Control de Insumos, Departamento de Agentes Biológico. 
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X. APÉNCIDE 

1. MEDIOS  

1.1 Medio de cultivo para bacterias 

1.1.1. Glucosa, extracto de levadura, sal (GYS) 

Componente g/L 

Glucosa 1 
Extracto de levadura 2 

NH4(SO4)2 2 
MnSO4 0,06 

MgSO4.7H2O 0,4 
CaCl2 0,08 

K2HPO4 5 

 

1.1.2. Luria Bertani (LB) 

Componente g/L 

Extracto de levadura 5 
Triptona 10 

NaCl 10 
Agar (si corresponde) 15 

 

1.1.3.  2SG 

Componente g/L 

Caldo nutritivo 16 
KCl 2 

MgSO4.7H2O 0.5 
Agar (si corresponde) 15 

 

1.2 Medio de cultivo para evaluar cepas movilizadoras de fósforo  

 

Componente POrg PT PCa PAl PFe 

Glucosa (g/L) 9,9 9,9 9,9 9,9 9,9 
KNO3 (g/L) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

CaSO4.2H2O (g/L) 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 
MgSO4.7H2O (g/L) 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49 

Fitato-Na (g/L) 3,96 3,96 3,96 3,96 3,96 
FePO4 (g/L) - 2,41 - - 5,25 
AlPO4 (g/L) - 1,01 - 2,87 - 

Ca3(PO4)2 (g/L) - 0,69 3,65 - - 
Solución A 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 
Solución B 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 
Solución C 200uL 200uL 200uL 200uL 200uL 

Agar (si corresponde) 15 15 15 15 15 
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Solución A g/L 

Tiamina-HCl 0,1 

Solución B g/L 

Citrato-Fe 10 

Solución C (Morizet,1976) g/L 

H3BO3 2,82 

CuSO4.5H2O 0,098 

MnSO4.H2O 3,08 

NaMoO4.2H2O 0,29 

ZnSO4.7H2O 4,41 

 

Los medios (POrg, PT, PCa, PAl, PFe) se prepararon en agua mQ y se ajustó el pH de los mismos 

a 7 con solución de NaOH 1M, y HCl 1M. Las soluciones A, B, C fueron autoclavadas y conservadas 

a 4⁰C. Para el medio POrg se preparó en agua mQ una solución de fitato-Na (Sigma, ref P0109), 

se ajustó su pH a 7 y se incorporó cantidad suficiente a medio estéril (a menos de 45⁰C) en forma 

aséptica tras la esterilización por filtración (0.22µm) de la solución. 

1.3 Medio de esporulación optimizados  

1.3.1.  Medio Esporulación Bacillus thuringiensis (MEBT) para ILBB139 

Componentes g/L Proveedor 

MgCl2 0,6 Droguería Mtveo  

NH4SO4 1,5 Llalemand 

KH2PO4 2,5 Llalemand 

EP3 15 Bionis (Cod. 1000641) 

FeSO4 0,02 Droguería Mtveo 

ZnSO4 0,16 Droguería Mtveo 

CaCl2 0,33 Droguería Mtveo 

Se ajustó a pH 7 con solución de NaOH 1M, y HCl 1M. 

1.3.2.  Medio Esporulación Bacillus megaterium medium (MEBM) para ILBB592 

Componetes g/L Proveedor 

MgCl2 0,6 Droguería Mtveo  

NH4SO4 1,5 Llalemand 

KH2PO4 3,0 Llalemand 

EP2  16 Llalemand (Cod. FNI103) 

Glucosa 5,0 Drog. Ind. Uru 

MnSO4 0,03 Droguería Mtveo 

FeSO4 0,02 Droguería Mtveo 

ZnSO4 0,16 Droguería Mtveo 

CaCl2 0,33 Droguería Mtveo 

Se ajustó a pH 7 con solución de NaOH 1M, y HCl 1M. 
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2. BUFFERS Y SOLUCIONES 

2.1. Tris-Acético-EDTA (TAE)  

Componente mM 

Tris-Acético (pH=8.4) 40 
EDTA 1 

2.2. Buffer de trabajo 

Componente mM 

Tris-HCl (pH=7) 100 
CaCl2.2H2O 1 

2.3. Solución stock de sales 

Componente g/L 

FeSO4 0,17 
ZnSO4 1,60 
CaCl2 3,33 

3. TÉCNICAS  

 

3.1. Cuantificación de ion ortofosfato en solución por espectrofotometría Vis (medio de 

cultivo)  

 

3.1.1. Resumen del método 

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio, en medio ácido, reaccionan con el 

ortofosfato en solución para formar ácido fosfomolíbdico, el cual es reducido por el ácido 

ascórbico a un complejo de molibdeno de color azul intenso. La intensidad del color azul es 

proporcional a la concentración de fósforo en solución, que se mide en un espectrofotómetro a 

880 nm. La concentración se determina a partir de una curva de calibración. 

3.1.2. Reactivos 

S1-Solución de ácido sulfúrico (H2SO4), 5N: diluir 2 mL de H2SO4 conc. en 172mL de agua 

destilada. 

S2-Solución de tartrato de antimonio y potasio (K(SbO)C4H4O6.3H2O): disolver 1.47 g de 

K(SbO)C4H4O6.3H2O en 500mL de agua destilada en un matraz de 500mL y llevar al aforo. 

Solución estable por 6 meses. 

S3-Solución de molibdato de amonio ((NH4)6Mo7O24.4H2O): disolver 8 g de (NH4)6Mo7O24.4H2O 

en 200mL de agua destilada. Almacenar en botellas de vidrio. Solución estable por 6 meses. 

S4-Solución de ácido ascórbico (C6H8O6) 0.1M: disolver 1.76 g de C6H8O6 en 100mL de agua 

destilada. La solución es estable por una semana a 4ºC, almacenar en recipiente de vidrio color 

ámbar. 

S5- Reactivo Combinado: Preparar inmediatamente antes del desarrollo de color, mezclando en 

el orden dado los siguientes reactivos (estable por 4 horas): S1 (50%), S2 (5%), S3 (15%), S4 

(30%). 

S6- Solución stock de P disponible (50mg-P/L): 109.5mg KH2PO4 (anhídrido) y llevar a 500mL. 

Esta solución es estable por 6 meses. 
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3.1.2. Calibración del método 

A partir de la solución S6, preparar la curva de calibración con las concentraciones sugeridas en 

la tabla adjunta. Los volúmenes indicados se toman por pesada con precisión 0.001g registrando 

toma y volumen final, considerando la densidad del agua 1g/mL. Se determina una curva de 

calibración para cada día de análisis. 

 

Std toma (mg-P/L) Toma (uL) H2O(uL) Std (mg-P/L) Std (mmol-P/L) 

0 0 10000 0 0 
10 50 9950 0,05 2 
10 250 9750 0,25 8 
50 100 9900 0,5 16 
50 200 9800 1 32 
 50 300 9700 1,5 48 
50 400 9600 2 65 
50 600 9400 3 97 
50 800 9200 4 129 
50 1000 9000 5 161 
50 1600 8400 8 258 
50 2000 8000 10 323 

  

3.1.3. Análisis de muestra 

Tomar una alícuota del medio de cultivo de 1.5mL. Centrifugar este a 10.000rpm, 3min. Diluir 

los sobrenadantes de los medios POrg, en una relación 1/20 en H2O mQ y para los medios PT, 

PCa, PAl, PFe en una relación 1/10 en H2O mQ.  Agregar a 1mL de sobrenadante diluido, 163uL 

de S5. Agitar vigorosamente. Medir la absorbancia a 880 nm, entre 10 y 30 minutos luego del 

agregado S5. 

3.1.4. Análisis de datos 

La curva de calibración es una recta representada por la siguiente ecuación: 

Absstd = a Std (mmol-P/L) + b 

siendo a y b la pendiente y la ordenada en el origen de la recta, respectivamente, para los rangos 

dinámicos (0-2) mg-P/L y (2-10) mg-P/L, según corresponda. 

La concentración de ion ortofosfato liberado al medio (x), expresado como mmol de P por litro 

se calcula según: 

x (mmol-P/L) = FD x [(Absmuestra ‒ Absblanco medio ‒ b)]/a 

FD (factor de dilución de la muestra) 

Absblanco medio, es la absorbancia del cada medio sin inocular, incubado (0, 24, 48 horas y una 

semana, según corresponda) y con el agregado del S5. 
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3.2. Cuantificación de ion ortofosfato en solución por espectrofotometría Vis (actividad 

fitasa)  

 

3.2.1. Resumen del método 

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y potasio, en medio ácido, reaccionan con el 

ortofosfato en solución para formar ácido fosfomolíbdico, el cual es reducido por el ácido 

ascórbico a un complejo de molibdeno de color azul intenso. La intensidad del color azul es 

proporcional a la concentración de fósforo en solución, que se mide en un espectrofotómetro a 

880 nm. La concentración se determina a partir de una curva de calibración. 

3.2.2.  Reactivos 

S1-Solución de ácido sulfúrico (H2SO4), 5N: diluir 2 mL de H2SO4 conc. en 172mL de agua 

destilada. 

S2-Solución de tartrato de antimonio y potasio (K(SbO)C4H4O6.3H2O): disolver 1.47 g de 

K(SbO)C4H4O6.3H2O en 500mL de agua destilada en un matraz de 500mL y llevar al aforo. 

Solución estable por 6 meses. 

S3-Solución de molibdato de amonio (de (NH4)6Mo7O24.4H2O): disolver 8 g de 

(NH4)6Mo7O24.4H2O en 200mL de agua destilada. Almacenar en botellas de vidrio. Solución 

estable por 6 meses. 

S4-Solución de ácido ascórbico (C6H8O6) 0.1M: disolver 1.76 g de C6H8O6 en 100mL de agua 

destilada. La solución es estable por una semana a 4ºC, almacenar en recipiente de vidrio color 

ámbar. 

S5- Reactivo Combinado: Preparar inmediatamente antes del desarrollo de color, mezclando en 

el orden dado los siguientes reactivos (estable por 4 horas): S1 (15,6%), S2 (1,6%), S3 (4,7%), S4 

(9,4%, y H2O mQ (68,8%)). 

S6- Solución stock de P disponible (50mg-P/L): disolver 109.5mg KH2PO4 (anhídrido) en 500mL 

de agua MiliQ. Registrar pesada y volumen final de solución con una precisión 0.001g. Esta 

solución es estable por 6 meses. 

3.2.3.  Calibración del método 

A partir de la solución S6, preparar la curva de calibración con las concentraciones sugeridas en 

la tabla adjunta. Los volúmenes indicados se toman por pesada con precisión 0.001g registrando 

toma y volumen final, considerando la densidad del agua 1g/mL. Se determina una curva de 

calibración para cada día de análisis. 
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Std toma (mg-P/L) Toma (uL) H2O(uL) Std (mg-P/L) Std(µmol-P/mL) * 

0 0 10000 0 0,000 
10 50 9950 0,05 0,002 
10 250 9750 0,25 0,003 
50 100 9900 0,5 0,006 
50 200 9800 1 0,010 
 50 300 9700 1,5 0,013 
50 400 9600 2 0,019 
50 600 9400 3 0,026 
50 800 9200 4 0,032 
50 1000 9000 5 0,052 
50 1600 8400 8 0,065 
50 2000 8000 10 0,000 

 * cantidad de ion ortofosfato del estándar expresado como µmol de P por mililitro del volumen final de reacción de 

actividad fitasa (1,5mL). 

3.2.4.  Análisis de muestra, blanco reactivo y estándar 

Tiempo Incubación  Secuencia de agregado de reactivos Muestra Blanco reactivo Estándar * 

10min 
Fitato-Na 10mM 50 50 - 

buffer de trabajo 150 150 - 

0, 24 y 48hs  Extracto (×30) 100 - 300 

0, 24 y 48hs  
S5 1200 1200 1200 

Extracto (×30) - 100 - 
*Los estándares únicos que no se incuban.  

3.2.5. Análisis de datos 

La curva de calibración es una recta representada por la siguiente ecuación: 

Absstd = a Std (µmol-P/mL) + b 

siendo a y b la pendiente y la ordenada en el origen de la recta, respectivamente, en el rango 

dinámico (0,05-10) mg-P/L. 

La concentración de ion ortofosfato liberado expresado como µmol de P por mililitro de extracto 

proteico concentrado se calcula según: 

x (µmol-P/mL) = [1,5/0,1] × [(Absmuestra ‒ Absblanco reactivo ‒ b)]/a 

3.3. Cuantificación de azúcares reductores en solución en medio optimizado para la 

esporulación de ILBB592 (MEBM) por espectrofotometría Vis  

 

3.3.1.  Reactivos 

S1- Reactivo DNS (ácido 3,5 dinitrosalicílico): Pesar 0,5 g de DNS, 15 g de tartrato de disodio 

(C4H4O6Na2) y 0,8 g de hidróxido de sodio (NaOH). Disolver el NaOH en 20 ml de agua y se añadir 

en agitación el C4H4O6Na2 lentamente. Completar con agua hasta 40 ml y se comienza a añadir 

lentamente el DNS. Dejar en agitación toda la noche, en frío, enrasar a 50 ml y filtrar. Almacenar 

la solución a 4°C, en frasco ámbar en vidrio. 

S2- Medio optimizado para la esporulación de ILBB592 sin glucosa (SBMM s/Glu): Preparar 

SBMM según el inciso 1.3.2, sin el agregado de glucosa. 
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S3- Medio optimizado para la esporulación de ILBB592 analítico (SBMM-An): disolver 450mg 

glucosa (anhídrido) en 100mL de S2. Registrar pesada y volumen final de solución con una 

precisión 0.001g. 

3.3.2.  Calibración del método 

A partir de S2 y S3, preparar la curva de calibración con las concentraciones sugeridas en la tabla 

adjunta. Los volúmenes indicados se toman por pesada con precisión 0.001g registrando toma 

y volumen final, considerando la densidad del medio 1g/mL. Autoclavar (121⁰C, 15min, 0.1Pa) 

los estándares previamente a su cuantificación. Se determina una curva de calibración para cada 

día de análisis. 

SBMM-An (uL) SBMM s/Glu (uL) Std(g-glucosa/L)  

50 4950 0,05  

250 4750 0,23  

750 4250 0,68  

1250 3750 1,13  

2500 2500 2,25  

3500 1500 3,15  

 

3.3.3.  Análisis de muestra 

Tomar una alícuota del medio de cultivo de 1.5mL. Centrifugar este a 10.000rpm, 3min. Diluir 

sobrenadante si corresponde. Agregar a 150uL de sobrenadante y 150uL de S1. Agitar 

vigorosamente. Incubar a 100⁰C en baño seco durante 5 minutos. Agregar a 1500uL de H2O a la 

mezcla incubada, y enfriar en baño de agua durante 20 minutos. Medir la absorbancia a 540 nm. 

3.3.4. Análisis de datos 

La curva de calibración es una recta representada por la siguiente ecuación: 

Absstd = a Std (g-glucosa/L) + b 

siendo a y b la pendiente y la ordenada en el origen de la recta, respectivamente, para el rango 

dinámico (0,05-3,15) mg-P/L  

La concentración de glucosa en el medio (x), expresado como g de glucosa por litro se calcula 

según: 

x (mmol-P/L) = FD x [(Absmuestra ‒ b)]/a 

FD (factor de dilución de la muestra) 
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4. RESULTADOS DE APOYO 

 

4.1. Descripción de morfotipo de colonia de aislamiento de Bacillus s.l. 

Morfotipo Descripción colonia Microscopia de contraste 

1 Borde rugoso, cremosa, opaca, blanquecina, granulosa Bastones/medianos/móviles/de 1 ó 2 

2 Borde uniforme, cremosa, brillante, blanquecina-rosada Bastones/pequeños/Muy móviles/de 1 

3 
Borde uniforme, cremosa, brillante, amarillenta-verdosa 

(casi igual 2) 
Bastones/pequeños/Poco móviles/de 1 ó 

2 

4 
Borde uniforme, cremosa-rugosa, brillante, blanquecina 

rosada 
Bastones/medianos/Poco móviles/4 ó 5 

5 Borde rugoso, cremosa, brillante, blanca 
Bastones/medianos/Poco móviles/de 1 ó 

2 

6 
Borde uniforme, cremosa, brillante, blanca amarillenta 

(casi igual 2) 
Bastones/largos/Poco móviles/de más 

de 2 

7 
Borde inrregular, seca, brillante-chata, blanca (como 

envejecida arriba) 
Bastones/pequeños/Muy móviles/de 1 

8 Borde uniforme, cremosa, brillante, blanca, chica-chica 
Bastones/medianos/Poco móviles/de 4 ó 

5 

9 Simil 7 (blanca-blanca) Bastones/pequeños/Muy móviles/de 1 

10 Crecimiento refractario, blanquecina rosada Bastones/medianos/poco móviles/más 8 

11 Borde unifome, cremosa, brillante-chata, marrón 
Bastones/pequeños/Muy móviles/de 1 ó 

2 

12 Borde rugoso, cremosa, opaca, blanquecina-marrón Bastones/medianos/poco móviles/más 8 

13 
Simil 2, pero crece mucho menos, colonia chica, blanca-

blanca 
Bastones/ovaloides/Medianos/Poco 

móviles/ 1ó2 

14 Simil 1, pero crecimiento no sigue tanto la estría Bastones/rectos/Medianos/Móviles/4ó5 

15 Silmil 1, pero rugosa, brillante Bastones/mediano/Móviles/1ó2 

16 Simil 1 pero brillante, lisa, cremosa Bastones/chicos/muy móviles/4ó5 

17 
Borde inrregular, brillante-cremosa, blanca (como 

envejecida arriba) 
Bastones/medianos/poco móviles/4ó5 

18 Amarilla,chata,brillante,borde uniforme Bastones/chicos/muy móvil/1ó2 

19 Borde uniforme, marrón blanquecina Bastones/medianos/poco móviles/4ó5 

20 Borde uniforme, blanca, brillante, pegajoza 
Bastones/medianos/Poco móviles/de 1 ó 

2 

21 Semil 7, pero traslucida 
Bastones/medianos/Poco móviles/de 1 ó 

2 

22 
Borde uniforme, blanca, chica, crecimiento dentro del 

agar 
Bastones/ovaloides/Medianos/Poco 

móviles/ 1ó2 

23 Borde rugoso, birllante, amarillo intenso Bastones/rectos/Medianos/Móviles/4ó5 

24 Semil 7, pero translúcida Bastones/mediano/Muy móviles/1ó2 

25 Simil 8 y pigmento amarillo en toda la placa 
Bastones/medianos/Poco móviles/de 1 ó 

2 
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4.2. Resultados de análisis estadísticos 

4.2.1. Script de ACC y salida de resultados 

install.packages("vegan") 

library(vegan) 

spelog <- decostand(spe[,2:13], "log") 

ccamodel <- cca(spe[,X:Y],env[,W:Z]) 

mod1 <- cca(env[,W:Z] ~ .,env[,W:Z]) 

# ”Both” 

ccaModel1<- ordistep(mod1, scope = formula(mod2), perm.max = 200) 

# "backward" default 

ccaModel2<- ordistep(mod1, perm.max = 200) 

# "forward" default 

ccaModel3<- ordistep(mod1, scope = formula(mod1), direction="forward", perm.max 

= 200) 

finalmodel<- vif.cca(ccamodel) 

finalmodel 

ccamodel 

ccaModel1 

ccaModel2 

ccaModel3 

anova.cca(ccamodel) 

plot<- plot(ccamodel, xlim=c(-3,3), ylim=c(-3,3), display=c("sp","cn","wa")) 

 

Y el resultado que arroja el programa fue el siguiente: 

No residual component 

 

Model: cca(X = exp[, 2:7], Y = amb[, 2:6]) 

         Df ChiSquare F Pr(>F) 

Model     5   0.26152   <0.001        

Residual  0   0.00000          

 

>>> 

 

Call: cca(X = exp[, 2:7], Y = amb[, 2:6]) 

 

              Inertia Proportion Rank 

Total          0.2615     1.0000      

Constrained    0.2615     1.0000    5 

Unconstrained  0.0000     0.0000    0 

Inertia is mean squared contingency coefficient  

 

Eigenvalues for constrained axes: 

   CCA1 (47,2%)   CCA2(30,3%)   CCA3    CCA4    CCA5  

0.12531 0.07928 0.05154 0.00539 0.00000 

 

VIF 

    A.Tit Ca.meq.100g Mg.meq.100g  K.meq.100g Na.meq.100g  

   1.582990    8.888888    2.554938    6.271910    2.069503 
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4.2.2. Cuadro de análisis de varianza (SC Tipo III), estabilidad de formulaciones líquidas 

a los cuatro meses de conservación a 22⁰C. 

FV SC gl CM F p 

Modelo.            10,5 7 1,5 57,04 <0,0001 

FL1                1,24 1 1,24 47,05 0,0001 

FL2        5,39 1 5,39 204,98 <0,0001 

FL3              0,06 1 0,06 2,19 0,1772 

FL1*FL2      0,88 1 0,88 33,48 0,0004 

FL1*FL3          0,14 1 0,14 5,48 0,0474 

FL2*FL3     0,99 1 0,99 37,49 0,0003 

FL1*FL2*FL3 1,8 1 1,8 68,62 <0,0001 

Error              0,21 8 0,03                

Total              10,71 15                     
Factores: Polivinilpirrolidona (FL1), Glicerina (FL2), Glutamato monosódico (FL3). FV, Fuente de Variación; SC, 

Suma de Cuadrados; gl, grados de libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales). 

4.3. Curva de crecimiento del grupo de cepas de interés en POrg 

Previo a la ejecución de los extractos proteicos concentrados, se estudia la curva de 

crecimiento del grupo de cepas de interés en POrg, realizando los cultivos por duplicado 

biológico tal como se describe en el inciso 4.1.3 de Materiales y Métodos, determinando la 

absorbancia a 600nm, durante 64 horas (Figura 17).  

 

Figura 17. Curva de crecimiento del grupo de cepas de interés en POrg. La línea roja vertical 

indica las 48 horas de incubación. 
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4.4. Patrón de crecimiento asociado a actividad hemolíticas en Blood Agar 

 

4.5. Calibración de sistema cromatográfico para la cuantificación de ácidos orgánicos en 

sobrenadante de medio de cultivo por HPLC-UV en fase reversa 

La calibración del sistema cromatográfico se efectuó para cada batch de análisis, a partir de un 

estándar mixto de los siete ácidos orgánicos en estudio analizado a cinco niveles de 

concentración. En la Tabla 1. se informa el modelo de regresión lineal simple obtenido para cada 

analito (enlistados según el orden de elución en el sistema cromátografico) en una de las 

corridas analíticas, con su correspondiente rango dinámico y coeficiente R2.  Las curvas de 

calibración fueron reproducibles en los sucesivos batch de análisis. 

Tabla 1. Curva de calibración y rango dinámico de análisis 

Analito tR(min) Modelo de regresión R2 Rango dinámico (mM) 

Ác. glucónico 2.3 y=107107x+3691292 0,998 (2-80) 

Ác. succínico 2.8 y=127290x-246333 0,999 (0,5-50) 

Ác. pirúvico 3.2 y=1958008x+1259682 0,999 (0,5-50) 

Ác. láctico 4.1 y=1192701x-593012 0,999 (0,5-50) 

Ác. acético 4.4 y=1069694x+417319 0,999 (0,5-50) 

Ác. cítrico 5.3 y=262690x+722403 0,999 (0,5-50) 

Ác. fumárico 6.2 y=49053996x+2833053 0,999 (0,05-5) 

 

 

 

Actividad 

hemolítica 
Continua fuerte Continua débil Discontinua 

Patrón de 

crecimiento 
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4.6.  Tabla de similitud de secuencia parcial de nucleótidos del gen ARNr 16S para cada asilamiento e identificación de grupo filogenéticos 

Grupo Aislamiento Especie 1 Hit 1 Similitud (%) Número acceso 1 Especie 2 Hit 2 Similitud (%) Número acceso 

1 

ILBB19 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

ILBB38 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

ILBB55 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 99 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

ILBB71 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

ILBB139 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

ILBB147 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

ILBB166 Bacillus thuringiensis ATCC 10792T 100 ACNF01000156 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

2 

ILBB58 Bacillus megaterium ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB95 Bacillus megaterium  ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB172 Bacillus megaterium ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB173 Bacillus megaterium  ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB130 Bacillus megaterium ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB58 Bacillus megaterium  ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB40 Bacillus megaterium ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB172 Bacillus megaterium  ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB11 Bacillus megaterium ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

ILBB69 Bacillus megaterium  ATCC 14581T 100 JMH01000057  Bacillus aryabhattai B8W22T 100 EF114313 

3 

ILBB20 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001 

ILBB21 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001 

ILBB181 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001 

ILBB13 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001 

ILBB46 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001 

ILBB67 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 99 LGYA01000001 

4 

ILBB63 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 54T 99 LGCI01000008 

ILBB64 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 54T 99 LGCI01000008 

ILBB65 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 54T 99 LGCI01000008 

ILBB149 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T 99 LFXJ01000007 Lysinibacillus marcoides DSM 54T 99 LGCI01000008 

5 ILBB152 Lysinibacillus parviboronicapiens BAM-582T 100 AB300598 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T 98 LFXJ01000007 
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ILBB154 Lysinibacillus parviboronicapiens BAM-582T 100 AB300598 Lysinibacillus xylanilyticus DSM 23493T 98 LFXJ01000007 

6 ILBB7 Lysinibacillus fusiformis NBRC 15717T 100 NR112569.1 Lysinibacillus sphaericus KCTC 3346T  100 AUOZ01000024 

7 ILBB180 Lysinibacillus varians GY32T 98 JN860068.1 Lysinibacillus sphaericus KCTC 3346T 98 AUOZ01000024 

8 

ILBB133 Paenibacillus silvae DB13031T 100 KC835077  Paenibacillus barcinonensis BP-23T 97 AJ716019  

ILBB138 Paenibacillus silvae DB13031T 100 KC835077  Paenibacillus barcinonensis BP-23T 96 AJ716019  

ILBB134 Paenibacillus silvae DB13031T 100 KC835077  Paenibacillus barcinonensis BP-23T 96 AJ716019  

9 ILBB68 Paenibacillus durus ATCC35681T 99 CP011114.1 Paenibacillus amylolyticus NRRL NRS-290T 97 D85396 

10 ILBB44 Bacillus pumilus ATCC 7061T 99 AY876289.1 Bacillus safensis FO-36bT 96 ASJD01000027  

11 ILBB162 Bacillus pseudomycoides DSM 12442T 98 AM747226.1 Bacillus toyonensis BCT-7112T 97 CP006863 

12 ILBB154 Bacillus butanolivorans DSM 18926T 100 LGYA01000001 Bacillus simplex NBRC 15720T 99 BCVO01000086 

13 ILBB81 Bacillus marisflavi TF-11T 98 NR118437.1 Bacillus oryzaecorticis R1T 97 KF548480 

14 ILBB70 Virigibacillus arenosi LMG 22166T 99 AJ627212.1 Viridibacillus arvi DSM 16317T 97 LILB01000018 

15 ILBB123 Bacillus anthracis AmesT 100 AE016879 Bacillus cereus ATCC 14579T 100 AE016877 

  

https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AB300598
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LFXJ01000007
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=KC835077
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Paenibacillus%20barcinonensis
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AJ716019
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=KC835077
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Paenibacillus%20barcinonensis
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AJ716019
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=KC835077
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Paenibacillus%20barcinonensis
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AJ716019
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Paenibacillus%20amylolyticus
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=D85396
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Bacillus%20safensis
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=ASJD01000027
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AM747226.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=68&RID=59JHJCDR015
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Bacillus%20toyonensis
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=CP006863
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LGYA01000001
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=BCVO01000086
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Bacillus%20oryzaecorticis
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=KF548480
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Viridibacillus%20arvi
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=LILB01000018
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AE016879
https://www.ezbiocloud.net/taxonomy?tn=Bacillus%20cereus
https://www.ezbiocloud.net/16SrRNA?ac=AE016877
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4.7. Selección de tiempo de incubación a 80°C para la cuantificación de esporas de 

ILBB592 y ILBB139 en medio líquido (2SG) 

Las cepas ILBB592 y ILBB139 fueron crecidos en 15mL LB (Falcon de 50mL, 180rpm, 24 horas, 

28⁰C). El inóculo fue lavado con agua mili-Q 0.85% NaCl y un volumen de 1mL de cada cepa fue 

sembrado, alcanzando una carga bacteriana inicial en el matraz de 1×104ufc/mL. Se trabajó en 

condiciones de incubación aerobias (10mL de medio en matraces de 125mL, 180rpm) a 28⁰C 

durante 24 horas. Una alícuota del cultivo obtenido se incubo a 5, 10 y 20 minutos a 80⁰C en 

baño seco. Se determino la carga bacteriana por la técnica de recuento en placa por microgota. 

En la Tabla 2. se informa los resultados obtenidos. El ensayo se efectúa por duplicado. En base 

a estos se selecciona el menor tiempo de incubación en el que se constata una reducción de la 

carga bacteriana. Por ello se selecciona 10 minutos a 80⁰C como tratamiento de shock térmico 

para ambas cepas. 

 Tabla 2. Recuentos (ufc/mL) obtenidos tras la aplicación de distintos shocks térmicos 

Cepas 
Sin shock 
térmico 

Tiempo incubación a 80⁰C (min) 

5 10 20 

ILBB592 5,7×108 5,2×108 5,3×107 5,5×107 
ILBB139 7,2×108 6,3×108 2,3×107 2,2×107 

 

4.8. Contenido de proteína total en extracto proteico (C), actividad fitasa volumétrica y 

específica de las nueve cepas seleccionadas y los cuatro controles biológicos en 

estudio. 

Cepa C(ug/mL) UE/mL  UE/µg 

ILBB139 457 0,06 0,14 

ILBB15 450 0,11 0,25 

ILBB173 393 0,16 0,41 

ILBB44 422 0,19 0,45 

ILBB63 469 0,22 0,48 

ILBB64 165 0,10 0,61 

ILBB68 325 0,02 0,06 

ILBB7 133 0,08 0,63 

ILBB95 210 0,03 0,13 

C1 363 0,03 0,08 

C2 417 0,05 0,13 

C3 431 ND ND 

C4 415 ND ND 

 

 

 

 

 

 

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas biológicas. (ND) No detectable en las condiciones de 

trabajo. 
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4.9. Identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios secretados según 

la fuente de fósforo utilizado. 

 

4.9.1. Tabla de identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios 

secretados en incubación con fitato de sodio 

Cepa 
C(mM) 

Ác. glucónico Ác. succínico Ác. pirúvico Ác. láctico Ác. acético Ác. cítrico Ác. fumárico 

C1 ND ND 1,7 ND ND ND ND 

C2 ND ND 1,7 ND ND ND ND 

C3 ND ND ND ND 0,2 0,1 ND 

C4 ND ND 1,5 ND ND 0,7 ND 

ILBB15 ND 2,4 1,4 ND ND 0,5 ND 

ILBB139 43 ND 2,1 0,3 0,2 ND ND 

ILBB173 ND ND 1,6 0,1 ND ND ND 

ILBB44 ND 6,7 3,9 ND ND ND ND 

ILBB63 50 ND 0,0 0,2 0,2 ND ND 

ILBB64 13 ND 1,5 ND ND ND ND 

ILBB68 44 ND 1,6 ND ND ND ND 

ILBB7 ND 3,2 1,5 ND ND 0,2 ND 

ILBB95 ND ND 1,6 ND ND ND ND 

 

 

4.9.2. Tabla de identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios 

secretados en incubación con FePO4  

Cepa 
C(mM) 

Ác. glucónico Ác. succínico Ác. pirúvico Ác. láctico Ác. acético Ác. cítrico Ác. fumárico 

C4 4,1 ND 1,7 0,3 0,2 0,3 ND 

ILBB15 ND 2,4 1,8 0,2 0,2 1,6 ND 

ILBB139 ND ND 1,4 ND 0,2 1,3 ND 

ILBB44 3,5 ND 1,7 0,0 1,4 0,1 ND 

ILBB63 ND ND ND 0,3 0,2 1,1 ND 

ILBB95 ND ND 1,4 0,1 0,2 1,1 ND 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas biológicas. (ND) No detectable en las condiciones de 

trabajo. 

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas biológicas de aquellas cepas en que se constató la 

actividad solubilizadora del FePO4 en medio líquido. (ND) No detectable en las condiciones de trabajo. 
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4.9.3. Tabla de identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios 
secretados en incubación con AlPO4  

Cepa 
C(mM) 

Ác. glucónico Ác. succínico Ác. pirúvico Ác. láctico Ác. acético Ác. cítrico Ác. fumárico 

C1 ND 2,7 1,4 ND 0,1 0,1 ND 

C2 ND 2,0 1,6 ND ND 0,4 ND 

C3 0,0 2,1 ND 0,1 0,3 ND ND 

C4 ND 2,7 ND 0,1 ND 0,1 ND 

ILBB15 ND 2,3 ND 0,1 ND 0,3 ND 

ILBB139 ND 5,6 ND 0,0 ND 0,5 ND 

ILBB173 ND 2,7 ND 0,3 0,3 ND ND 

ILBB44 ND 2,1 1,5 ND ND 0,3 ND 

ILBB63 ND ND ND 0,2 0,1 ND ND 

ILBB64 ND 6,3 ND 0,1 ND 0,3 ND 

ILBB68 ND 5,7 1,9 0,1 ND 0,5 ND 

ILBB7 ND ND 1,5 0,2 ND 0,4 ND 

ILBB95 ND ND 1,4 0,1 ND ND ND 

 
 

4.9.4. Tabla de identificación y cuantificación de los ácidos orgánicos mayoritarios 

secretados en incubación con Ca3(PO4)2 

Cepa 
C(mM) 

Ác. glucónico Ác. succínico Ác. pirúvico Ác. láctico Ác. acético Ác. cítrico Ác. fumárico 

C1 ND ND ND ND ND 0,8 3,1 

C2 ND ND ND ND ND 0,4 1,9 

C3 ND ND 1,5 ND ND 1,2 ND 

C4 ND ND ND ND ND 0,4 1,9 

ILBB15 ND ND 1,4 ND ND 0,3 1,9 

ILBB139 ND ND ND ND ND 0,3 1,9 

ILBB173 ND ND 1,4 ND ND 0,5 1,9 

ILBB44 ND ND ND ND ND ND 1,9 

ILBB63 ND ND 1,4 ND ND 0,6 1,9 

ILBB64 ND ND ND 0,7 ND 0,9 4,1 

ILBB68 ND ND ND ND ND 0,5 1,9 

ILBB7 ND ND ND ND ND 1,6 1,9 

ILBB95 ND ND ND ND ND 0,5 2,1 

 

 

 

 

 

 

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas biológicas. (ND) No detectable en las condiciones de 

trabajo. 

Los valores presentados son el promedio de dos réplicas biológicas. (ND) No detectable en las condiciones de 

trabajo. 
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4.10. Resultados de apoyo en selección de componentes del medio de cultivo de 

significancia sobre título de esporas y eficiencia de esporulación en ILBB139 y ILBB592 

 

4.10.1. Matriz de diseño factorial fraccionado 29-3 (IV) codificada 

N⁰ Experimento 
Factores 

F1: Glu F2: EP1 F3: EP2 F4: EP3 F5: EP4 F6: Mg F7: Mn F8: N F9: P 

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 

2 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

3 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 

4 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 

5 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 

6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 

7 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 

8 1 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

9 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 

10 1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 

11 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 

12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 

13 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 -1 

14 1 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 

15 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 

16 1 1 1 1 -1 -1 1 -1 1 

17 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 

18 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 

19 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 

20 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 

21 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 

22 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 

23 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 

24 1 1 1 -1 1 -1 -1 1 1 

25 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 -1 1 

26 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 

27 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 

28 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 

29 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 1 

30 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 

31 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 

32 1 1 1 1 1 -1 1 1 -1 

33 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 

34 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 

35 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 

36 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 1 

37 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 

38 1 -1 1 -1 -1 1 1 1 1 
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39 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 -1 

40 1 1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 

41 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 

42 1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 

43 -1 1 -1 1 -1 1 1 -1 1 

44 1 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 

45 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 1 

46 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1 

47 -1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 

48 1 1 1 1 -1 1 1 -1 -1 

49 -1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 

50 1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 

51 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 

52 1 1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 

53 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 

54 1 -1 1 -1 1 1 1 -1 -1 

55 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 1 

56 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 

57 -1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 

58 1 -1 -1 1 1 1 1 1 1 

59 -1 1 -1 1 1 1 1 1 -1 

60 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 1 

61 -1 -1 1 1 1 1 1 1 -1 

62 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 

63 -1 1 1 1 1 1 -1 -1 -1 

64 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

 

4.10.2. Tabla de niveles de factores para el diseño factorial fraccionado 29-3 (IV) 

Factores  
Niveles (g/L)  

-1 1 

F1: Glu 1 20* 

F2: EP1 0 5 

F3: EP2 0 5 

F4: EP3 0 5 

F5: EP4 0 5 

F6: Mg 0,2 1 

F7: Mn 0,05 0,5 

F8: N 0 3 

F9: P 1 5 
(*) Para el diseño de ILBB592 el nivel máximo en que se trabaja es 9g/L 
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4.10.3.  Matriz de confusión de efectos para el diseño factorial fraccionado 29-3 (IV)* 

[Termino estimado] = Termino de confusión/Aliase 

[Intercept] = Intercept 

[Block 1] = Block 1 - ABJ 

[Block 2] = Block 2 + ABJ 

[A] = A 

[B] = B 

[C] = C 

[D] = D + EGH 

[E] = E + DGH 

[F] = F 

[G] = G + DEH 

[H] = H + DEG 

[J] = J 

[AB] = AB + CDG + CEH 

[AC] = AC + BDG + BEH 

[AD] = AD + BCG + EFJ 

[AE] = AE + BCH + DFJ 

[AF] = AF + DEJ + GHJ 

[AG] = AG + BCD + FHJ 

[AH] = AH + BCE + FGJ 

[AJ] = AJ + DEF + FGH 

[BC] = BC + ADG + AEH 

[BD] = BD + ACG 

[BE] = BE + ACH 

[BF] = BF 

[BG] = BG + ACD 

[BH] = BH + ACE 

[BJ] = BJ 

[CD] = CD + ABG 

[CE] = CE + ABH 

[CF] = CF 

[CG] = CG + ABD 

[CH] = CH + ABE 

[CJ] = CJ 

[DE] = DE + GH + AFJ 

[DF] = DF + AEJ 

[DG] = DG + EH + ABC 

[DH] = DH + EG 

[DJ] = DJ + AEF 

[EF] = EF + ADJ 

[EJ] = EJ + ADF 

[FG] = FG + AHJ 

[FH] = FH + AGJ 

[FJ] = FJ + ADE + AGH 

[GJ] = GJ + AFH 
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[HJ] = HJ + AFG 

[ABF] = ABF 

[ACF] = ACF 

[ACJ] = ACJ 

[ADH] = ADH + AEG 

[BCF] = BCF + DHJ + EGJ 

[BCJ] = BCJ + DFH + EFG 

[BDE] = BDE + BGH 

[BDF] = BDF + CHJ 

[BDH] = BDH + BEG + CFJ 

[BDJ] = BDJ + CFH 

[BEF] = BEF + CGJ 

[BEJ] = BEJ + CFG 

[BFG] = BFG + CEJ 

[BFH] = BFH + CDJ 

[BFJ] = BFJ + CDH + CEG 

[BGJ] = BGJ + CEF 

[BHJ] = BHJ + CDF 

[CDE] = CDE + CGH 

[DFG] = DFG + EFH 

[DGJ] = DGJ + EHJ 

Factor Generador 

G = ABCD 

H = ABCE 

J = ADEF 
(*) El factor F1 es nombrado por el software como A, y así sucesivamente con los nueve factores de estudio 

4.10.4. Tablas Análisis de la Varianza (SCP-Tipo III) para ILBB139 para los factores 

extractos proteicos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FV SC gl CM Fo Valor-p 

B 78,056 1 78,056 6,19 0.0157 
C 110,214 1 110,214 8,74 0.0045 
D 303,435 1 303,435 24,08 < 0.0001 
E 52,962 1 52,962 4,20 0.0449 

Bloque 13,283 1 13,283   
Error 730,987 58 12,603   
Total 1288,936 63    

FV SC gl CM Fo Valor-p 

B 39,765 1 39,765 5,7 0.0200 
C 41,452 1 41,452 6,0 0.0176 
D 158,179 1 158,179 22,8 < 0.0001 
E 63,812 1 63,812 9,2 0.0036 

Bloque 0,639 1 0,639   
Error 402,766 58 6,944   
Total 706,613 63    B A 

Tabla de análisis de varianza (FV, Fuente de Variación; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de 

libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales), en las variables respuesta: título de esporas (A) y 

eficiencia de esporulación (B). El factor B, C, D, E es la concentración de EP1, EP2, EP3 y EP4, 

respectivamente. 



Apéndice 

153 
 

4.10.5. Tablas Análisis de la Varianza (SCP-Tipo III) para ILBB592 para los factores 

extractos proteicos 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.11. Matriz de diseño y tabla de niveles de factores para ensayo de optimización 

título de esporas y eficiencia de esporulación en ILBB139 

 

4.11.1.  Matriz de diseño central compuesto (CCD, 23+star) y tres puntos centrales 

N° Experimento  Factores  

 F1: Glu (g/L) F2: Mn (g/L) F3: EP3 (g/L) 

1 0,2 0,01 9 

2 0,8 0,01 9 

3 0,2 0,04 9 

4 0,8 0,04 9 

5 0,2 0,01 21 

6 0,8 0,01 21 

7 0,2 0,04 21 

8 0,8 0,04 21 

9 0,0 0,03 15 

10 1,0 0,03 15 

11 0,5 0,00 15 

12 0,5 0,05 15 

13 0,5 0,03 5 

14 0,5 0,03 25 

15 0,5 0,03 15 

16 0,5 0,03 15 

17 0,5 0,03 15 

 

 

 

 

 

 

FV SC gl CM Fo Valor-p 

B 34,817 1 34,817 3,688 0.0597 
C 86,333 1 86,333 9,144 0.0037 
D 92,264 1 92,264 9,772 0.0028 
E 51,204 1 51,204 5,423 0.0234 

Bloque 4,259 1 4,259   
Error 547,621 58 9,442   
Total 816,498 63    

FV SC gl CM Fo Valor-p 

B 45,548 1 45,548 3,445 0.0685 
C 82,457 1 82,457 6,236 0.0154 
D 9,642 1 9,642 0,729 0.3967 
E 53,852 1 53,852 4,073 0.0482 

Bloque 15,194 1 15,194   
Error 766,913 58 13,223   
Total 973,608 63    B A 

Tabla de análisis de varianza (FV, Fuente de Variación; SC, Suma de Cuadrados; gl, grados de 

libertad; SCP, Suma de cuadrados parciales), en las variables respuesta: título de esporas (A) y 

eficiencia de esporulación (B). El factor B, C, D, E es la concentración de EP1, EP2, EP3 y EP4, 

respectivamente. 
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4.11.2. Tabla de niveles para el diseño central compuesto (CCD, 23+star) y tres puntos 

centrales 

Factores 
Niveles 

-α -1 0 1 α 

F1: Glu (g/L) 0 0,2 0,5 0,8 1 

F2: Mn (g/L) 0 0,01 0,025 0,04 0,05 

F3: EP3 (g/L) 5 9 15 21 25 

 

 

4.12. Matriz de diseño y tabla de niveles de factores para ensayo de optimización 

título de esporas y eficiencia de esporulación en ILBB592  

 

4.12.1.  Matriz de diseño central compuesto (CCD, 22+star) y tres puntos centrales 

N° Experimento 
 

Factores 

F2: Mn (g/L) F3: EP2 (g/L) 

1 0,01 8 

2 0,04 8 

3 0,01 22 

4 0,04 22 

5 0,00 15 

6 0,05 15 

7 0,03 5 

8 0,03 25 

9 0,03 15 

10 0,03 15 

11 0,03 15 

 

4.12.2. Tabla de niveles de factores para el diseño central compuesto (CCD, 23+star) y tres 

puntos centrales 

Factores 
Niveles 

-α -1 0 1 α 

F1: Mn (g/L) 0 0,01 0,03 0,04 0,05 

F2: EP2 (g/L) 5 8 15 22 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apéndice 

155 
 

4.13. Matriz de diseño y tabla de niveles de factores para ensayo de formulación 

líquida de esporas bioproducidas  

 

4.13.1.  Matriz de diseño factorial completo 23 codificada 

Tratamiento F1: PVP (g/L) F2: Glicerol (v/v %) F3: Glutamato monosódico (g/L) 

T1 0 0 0 

T2 20 0 0 

T3 0 1 0 

T4 0 0 20 

T5 20 1 0 

T6 0 1 20 

T7 20 0 20 

T8 20 1 20 

 

4.13.2. Tabla de niveles de factores para el diseño factorial completo 23 

Factores 
Niveles 

0 1 

F1: PVP (g/L) 0 20 

F2: Glicerol (v/v %) 0 1 

F3: Glutamato monosódico (g/L) 0 20 

 

4.14. Modelos de regresión de concentración de biomasa, células totales y esporas 

con absorbancia a 600nm para los distintos estadios fisiológicos de un cultivo líquido 

de ILBB592 en SBMM. 

El estudio de la relación matemática de la concentración de biomasa, células totales y esporas 

con la absorbancia a 600nm de un cultivo líquido de ILBB592 en SBMM, se efectuó según las 

condiciones de cultivo en matraz descripto inciso 1.2.1, en el medio SBMM (Apéndice 1.3.2). Se 

aplico la técnica de cancelación de matraz. Las variables respuestas determinadas por duplicado 

biológico a distintos tiempos de incubación fueron: lectura de absorbancia a 600nm, título de 

esporas y eficiencia de esporulación (inciso 1.2.3), y biomasa.  

Para la determinación de biomasa se centrifugo 2mL de cultivo en un eppendorf de 2mL 

(previamente secado a 45⁰C, termostatizado a temperatura ambiente en desecador y pesado), 

se descartó el sobrenadante y se reiteró el paso anterior sobre el mismo eppendorf. Luego este 

se secó a 45⁰C, se termostatizo a temperatura ambiente en desecador, hasta obtener un peso 

constante. La biomasa se expresa en gramos por litro. 

En la Figura 1. se representa la relación de regresión exponencial de la biomasa (g/L) y la lectura 

de absorbancia a 600nm de un cultivo líquido de ILBB592 en SBMM para una lectura de 

absorbancia comprendida entre (0,8 – 2,7) Y (2,7-3,4). 
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En la Figura 2. se representa: la relación de regresión simple no lineal de la concentración de 

células totales (ufc/mL), esporas (ufc/mL) y la lectura de absorbancia a 600nm; la tendencia de 

la eficiencia de esporulación con la lectura de absorbancia a 600nm, de un cultivo líquido de 

ILBB592 en SBMM para una lectura de absorbancia comprendida entre 0,5 y 3,0 para cultivo en 

matraz. 
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Figura 1. Modelos de regresión de biomasa y lectura de absorbancia del cultivo de 

ILBB592 en SBMM 

Figura 2. Modelos de regresión de biomasa y lectura de absorbancia del cultivo de ILBB592 

en SBMM 
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Tabla 3. Los coeficientes de regresión lineal simple de la fase vegetativa y la fase de transición 

para las lecturas de absorbancia comprendida en los rangos (0,0 - 1,0) y (1,0-3,0), para cultivo 

en matraz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fase Vegetativa 0,0<Abs<1,0 100% Células vegetativas 

 

X Abs (600nm) 

Y log(células totales(ufc/mL)) 

Pendiente 5,491 

Ordenada origen 1,798 

Fase Transición 1,0<Abs<3,0 (0-100) % Esporas 

 

X Abs (600nm) 

Y log(esporas(ufc/mL)) 

Pendiente 2,341 

Ordenada origen 2,622 

Fase Esporulación Abs>3,0 100% Esporas 

  

X No corresponde 

Y No corresponde 

Pendiente No corresponde 

Ordenada origen No corresponde 
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5. CÁLCULO DE ERROR DE PREDICCIÓN DEL MODELO 

El error de predicción del modelo se calcula: 

𝐸𝑃𝑟𝑒𝑑(%) =
(𝑉𝑅𝐸𝑥𝑝
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ − 𝑉𝑅𝑃𝑟𝑒𝑑

̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅)

𝑉𝑅𝑃𝑟𝑒𝑑
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅

 × 100 

donde  𝑉𝑅𝐸𝑥𝑝  y 𝑉𝑅𝑃𝑟𝑒𝑑  son el promedio de la variable respuesta experimental y predicho en el 

punto óptimo. 

6. CÁLCULO DE PARÁMETROS DESCRIPTIVOS, CINÉTICOS Y ESTEQUIOMÉTRICOS DEL PROCESO 

 𝐶𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑎𝑙𝑐𝑎𝑛𝑧𝑎𝑑𝑎 [𝑋𝑆 𝑚á𝑥 (%)] =  
𝑆0−𝑆𝑓

𝑆0
× 100  

 

 𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 [𝑌𝑋/𝑆  (
𝑔

𝑔
)]  =

𝑋𝑓−𝑋𝑜

𝑆𝑜−𝑆𝑓
 

 

 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚é𝑡𝑟𝑖𝑐𝑎 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 [𝑄𝑋 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝐿ℎ
)] =

𝑋𝑖−𝑋𝑧

(𝑡𝑖−𝑡𝑧)
 (𝑧 < 𝑖)    

  
 

 𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 [𝑄𝑆 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝐿ℎ
)] =  

𝑆𝑧−𝑆𝑖

(𝑡𝑖−𝑡𝑧)
 (𝑧 < 𝑖) 

 

 𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜  𝑙𝑛 (
𝑋

𝑋𝑂
) = 𝜇𝑡,  en fase exponencial 𝜇 es 

constante y máxima, bajo el supuesto que siguen una cinética de Monod. 
 

 𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 [𝑞𝑆 𝑚á𝑥 (
𝑔

𝑔ℎ
)] =

𝑆𝑧−𝑆𝑖

(𝑡𝑖−𝑡𝑧)(𝑋𝑖+𝑋𝑧)/2
 (𝑧 < 𝑖) 
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7. ALIMENTACIÓN ASINTOTICA DE GLUCOSA EN MODO DE OPERACIÓN FEDBATCH 

7.1. Desarrollo del modelo de alimentación asintótica propuesto 

 

Esquema del sistema de trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nomenclatura 

F, Flujo o caudal de líquido (g/L) 

µ, Velocidad específica de crecimiento (h-1) 

Yx/s Coeficiente de rendimiento de biomasa basado en el consumo total de sustrato (g/g) 

V Volumen de medio en el reactor (L) 

Vd Volumen en reservorio de dilución (L) 

Sc Concentración de sustrato en reservorio de solución concentrada (g/L) 

Sd Concentración de sustrato en reservorio dilución (g/L) 

Sr Concentración de sustrato en el reactor (g/L) 

Xd Concentración de biomasa en reservorio dilución (g/L) 

X Concentración de biomasa en reactor (g/L) 

Balance de masa reactor en modo de operación Fedbatch 

𝑑(𝑉𝑋)

𝑑𝑡
= 𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎𝑋𝑑𝑜 − 𝐹𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑋 + 𝑉𝜇𝑋 − 𝑉𝑘𝑑𝑋 

Supuestos:  𝐹𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎 = 0, 𝑘𝑑 = 0, 𝑋𝑑𝑜 = 0 (Alimentación estéril) 

Reservorio solución 

concentrada 
Reservorio dilución Reactor 
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𝑑(𝑉𝑋)

𝑑𝑡
= 𝑉𝜇𝑋 

Balance de sustrato reactor en modo de operación Fedbatch 

𝑑(𝑉𝑆𝑟)

𝑑𝑡
= 𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑆𝑑 − 𝐹𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑆 + 0 − 𝑉𝑞𝑆𝑋 

Supuesto:  𝐹𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎 = 0 

𝑑(𝑉𝑆𝑟)

𝑑𝑡
= 𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑆𝑑 −

𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
 

𝑑(𝑆𝑟)

𝑑𝑡
𝑉 +

𝑑(𝑉)

𝑑𝑡
𝑆𝑟 = 𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑆𝑑 −

𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
 

Para evitar acumulación de sustrato el inicio de la alimentación se efectúa cuando la 

concentración de sustrato se hace cero y constante en estado pseudo-estacionario.  

Supuestos a to=0:  𝑆𝑟𝑜 = 0,
𝑑(𝑆𝑟)

𝑑𝑡
= 0 

A to se cumple:  

𝑑(𝑆𝑟)

𝑑𝑡
𝑉 +

𝑑(𝑉)

𝑑𝑡
𝑆𝑟 = 𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑆𝑑 −

𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
 

𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 𝑆𝑑𝑜 =
𝜇𝑜𝑋𝑜𝑉𝑜

𝑌𝑋/𝑆
 

Balance de sustrato en reservorio de dilución del sistema de alimentación Fedbatch 

asintótico 

𝑑(𝑉𝑆𝑑)

𝑑𝑡
= 𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎𝑆𝐶 − 𝐹𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎𝑆𝑑 

𝑑(𝑆𝑑)

𝑑𝑡
𝑉𝑑 +

𝑑(𝑉𝑑)

𝑑𝑡
𝑆𝑑 = 𝐹𝑆𝐶 − 𝐹𝑆𝑑  

Supuestos:  𝐹𝑆𝑎𝑙𝑖𝑑𝑎 =  𝐹𝐸𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎 = 𝐹 →  𝑉𝑑 = 𝑐𝑡𝑒, 𝑆𝐶 = 𝑐𝑡𝑒 

𝑑(𝑆𝑑)

𝑑𝑡
=

𝐹

𝑉𝑑

(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑) 

∫
𝑑(𝑆𝑑)

𝑆𝐶 − 𝑆𝑑

𝑆𝑑

𝑆𝑑𝑜

= ∫
𝐹

𝑉𝑑
𝑑𝑡

𝑡

0

 

−𝐿𝑛|𝑆𝐶 − 𝑆𝑑||
𝑆𝑑

𝑆𝑑𝑜
=

𝐹

𝑉𝑑
𝑡|

𝑡

0
→ −𝐿𝑛 |

𝑆𝐶 − 𝑆𝑑

𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜
| =

𝐹

𝑉𝑑
𝑡 → 𝑆𝑑 = 𝑆𝐶 − (𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒

− 
𝐹

𝑉𝑑
𝑡
 

Estrategia de alimentación en Fedbatch 

Para que no halla acumulación de sustrato a t ≥ to el gradiente de alimentación tiene que ser 

en este periodo igual o menor a la máxima variación de consumo de sustrato.  

Supuesto:  𝑋 = 𝑋𝑂𝑒𝜇𝑜𝑡  (Cinética de Monod), estado pseudo-estacionario, 𝜇𝑜 ≤ 𝜇𝑜𝑀á𝑥 , a partir 

de Ec2: 

(Ec1) 

(Ec2) 

(Ec3) 

(Ec4) 
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𝑑(𝐹𝑆𝑑)

𝑑𝑡
=

𝑑

𝑑𝑡
[
𝜇𝑜𝑋𝑜𝑉𝑜𝑒𝜇𝑜𝑡

𝑌𝑋/𝑆
] 

Sustituyendo Ec4 en Ec5 se obtiene: 

𝑑(𝐹𝑆𝑑)

𝑑𝑡
=

𝑑

𝑑𝑡
[
𝜇𝑜𝑋𝑜𝑉𝑜𝑒𝜇𝑜𝑡

𝑌𝑋/𝑆
] → 𝐹

𝑑(𝑆𝑑)

𝑑𝑡
=

𝑑

𝑑𝑡
[
𝜇𝑜𝑋𝑜𝑉𝑜𝑒𝜇𝑜𝑡

𝑌𝑋/𝑆
] → 

𝐹2

𝑉𝑑

(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒
− 

𝐹
𝑉𝑑

𝑡
=

𝜇𝑜
2𝑋𝑜𝑉𝑜𝑒𝜇𝑜𝑡

𝑌𝑋/𝑆
 

Modelo de (XV)=f(t) durante alimentación asintótica 

Sustituyendo la Ec4 en la Ec2  

𝑑(𝑉𝑆𝑑)

𝑑𝑡
= 𝐹𝑆𝑑 −

𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
= 𝐹𝑆𝐶 − 𝐹(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒

− 
𝐹

𝑉𝑑
𝑡

−
𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
 

En estado pseudo-estacionario:  

∫ [𝐹𝑆𝐶 − 𝐹(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒
−

𝐹

𝑉𝑑
𝑡

−
𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
] 𝑑𝑡

𝑡

0
= 0 → 𝐹𝑆𝐶𝑡 −

𝐹2

𝑉𝑑
(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒

−
𝐹

𝑉𝑑
𝑡

− ∫
𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
𝑑𝑡 = 0 →

𝑡

0
 

Por Ec1: 

𝐹𝑆𝐶𝑡 −
𝐹2

𝑉𝑑

(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒
−

𝐹
𝑉𝑑

𝑡
− ∫

𝑉𝜇𝑋

𝑌𝑋/𝑆
𝑑𝑡 = 0 →

𝑡

0

 

𝑌𝑋/𝑆𝐹𝑆𝐶𝑡 −
𝐹2

𝑉𝑑
𝑌𝑋/𝑆(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒

−
𝐹

𝑉𝑑
𝑡

= 𝑋𝑉 − 𝑋𝑜𝑉𝑜 

𝑋𝑉 = 𝑋𝑜𝑉𝑜 + 𝑌𝑋/𝑆𝐹𝑆𝐶𝑡 −
𝐹2

𝑉𝑑
𝑌𝑋/𝑆(𝑆𝐶 − 𝑆𝑑𝑜)𝑒

−
𝐹

𝑉𝑑
𝑡
  

 

7.2. Parámetros fijados para el cálculo de Sd y Sc 

Parámetro 

1 μo (h-1) 0,11 

2 Yx/s (g/g) 0,97 

3 Xo (g/L) 4,8 

4 Vo(L) 1,4 

5 Vd(L) 0,6 

6 T(h) 8 

7 F(L/h) 0,072 

 

 

(Ec5) 

(Ec6) 

(Ec7) 

Tabla 4. 1. Velocidad especifica de crecimiento en etapa de alimentación, 2. Coeficiente de rendimiento de 

biomasa de ILBB592 en batch, 3. Concentración de biomasa en inicio de alimentación, 4. Volumen de solución 

del reservorio B transferido al biorreactor, 5. Duración de la etapa de alimentación, 6. Flujo volumétrico de 

alimentación. 
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8. CASCADA DE EVENTOS DE CONTROL DEL PORCENTAJE DE OXÍGENO DISUELTO (DD) 

Variables operaciones Mínimo  %Out put Máximo %Out put 

Agitación (rpm) 150 -100 400 -90 

Aireación (vvm) 0,5 -90 2,5 100 

 

9. PROVEEDORES DE COMPONENTES DE FORMULACION DE ESPORAS 

Componente Proveedor 

PVP Drog. Ind. Uru 

Glicerina Drog. Ind. Uru 

Glutamato monosódico Drog. Mtveo 

Caolín nacional Drog. Ind. Uru 

CMC Drog. Ind. Uru 

carbono activado Drog. Ind. Uru 

 

10. VELOCIDAD ESPECIFICA MÁXIMA CULTIVO EN MATRAZ Y EN BIORREACTOR (BATCH) 

 

Figura 3. Relación logarítmica de biomasa producida en función del tiempo para el cultivo en 

matraz y en biorreactor (batch), en las figuras A y B, respectivamente con sus correspondientes 

modelos de regresión lineal. 
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