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RESUMEN 

 

Esta investigación se realizó con la finalidad de optimizar la producción de 

biotensioactivos con actividad anfipática a partir de Bacillus subtilis DS23, el mismo que 

se ha caracterizado por ser uno de los microrganismos que mejor rendimiento presentan 

al momento de producir este tipo de compuestos.   La experimentación se llevó a cabo en 

un biorreactor de 5 litros manteniendo constantes parámetros como el pH a 6.5, la 

temperatura a 30°C y la aireación en 1 volumen de aire por volumen de medio por minuto 

(vvm), se trabajó con velocidades de agitación de 150, 200 y 300 revoluciones por minuto 

(rpm) siendo este el único parámetro que se varió. Se demostró que la producción de 

biomasa y de biotensioactivo en un biorreactor de tanque agitado están fuertemente 

influencias por la agitación. Los mejores resultados tanto de biomasa como de 

biotensioactivo se obtuvieron a 300 rpm, velocidad de agitación que se usó para 

determinar los parámetros planteados en esta investigación. Empleando el método 

dinámico de Humphrey usando aire como gas portador de oxígeno, se evaluó el efecto del 

oxígeno disuelto en el medio sobre el crecimiento y la producción de biotensioactivo 

mediante la estimación del coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno (KLa), la 

velocidad especifica de consumo de oxígeno (qO2) y la velocidad de transferencia de 

oxígeno (VTO) obteniendo 0.002 h-1, 0.079 mmol O2/L*h y 0.312 h-1 respectivamente. 

Se decidió evaluar estos parámetros por ser claves en cultivos aerobios además que se 

pretende que sirvan como criterios de escalamiento en investigaciones futuras.  

 

 

 

Palabras claves: biorreactor, transferencia de oxígeno, biotensioactivo, cultivos por lote, 

bacteria Bacillus subtilis DS23 
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ABSTRACT 

 

This research was carried out with the purpose of optimizing the production of 

biosurfactant with amphipathic activity from Bacillus subtilis DS23, which has been 

characterized as one of the microorganisms that have the best performance when 

producing this type of compounds. The experimentation was carried out in a 5-liter 

bioreactor maintaining constant parameters such as pH at 6.5, temperature at 30 ° C and 

aeration in 1 volume of air per volume of medium per minute (vvm), working with speeds 

of agitation of 150, 200 and 300 revolutions per minute (rpm) being this the only 

parameter that was varied. It was shown that the production of biomass and bio-surfactant 

in a stirred tank bioreactor is strongly influenced by agitation. The best results of both 

biomass and biosurfactant were obtained at 300 rpm, agitation speed that was used to 

determine the parameters proposed in this investigation. Using the Humphrey dynamic 

method using air as an oxygen-carrying gas, the effect of dissolved oxygen in the medium 

on the growth and production of biosurfactant was assessed by estimating the volumetric 

oxygen transfer coefficient (KLa), the specific rate of oxygen consumption (qO2) and the 

oxygen transfer rate (VTO) obtaining 0.002 h-1, 0.079 mmol O2 / L * h and 0.312 h-1 

respectively. It was decided to evaluate these parameters because they are key in aerobic 

crops, and they are intended to serve as scaling criteria in future research. 

 

 

 

Keywords: bioreactor, oxygen transfer, biosurfactant, batch crops, Bacillus subtilis DS23 

bacteria 
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CAPITULO I 

 

MARCO TEÓRICO 

 

1.1 Antecedentes investigativos 

1.1.1 Desinfectantes convencionales  

 

1.1.1.1 Tensioactivos sintéticos  

Los tensioactivos llamados también agentes de superficie o surfactantes son sustancias 

químicas que tienden a disminuir la tensión superficial o interfásica de una interfase. 

Normalmente aire-agua o grasa-agua, al concentrarse en la superficie e interfase de una 

solución acuosa modificando las propiedades de la superficie (Ospina, 2012; Sánchez, 

2006). Constituyen una clase importante de productos químicos industriales ampliamente 

utilizados en casi todos los sectores de la industria moderna. En 1984, la industria empezó 

con un consumo de 1,7 millones de toneladas de este producto, aumentando a 15,93 

millones de toneladas en el 2014. Este consumo prevé un aumento exponencial esperado 

de 24,19 millones de toneladas para el 2022 (Palmer & Hatley, 2018; 

Powderliquiddeterg, 2016).  

 

El creciente consumo de tensioactivos sintéticos se debe a la aplicabilidad que le confieren 

sus dos grupos: hidrofílico e hidrofóbico (Jardak, Drogui, & Daghrir, 2016), de modo 

que la parte hidrofílica se orienta hacia el fluido y la parte hidrofóbica tiende a alejarse del 

agua (Morales Quintana, 2009) tal como se muestra en la Figura 1. En términos 

generales, estos compuestos alteran las relaciones de energía en las interfaces, de esta 

forma provocan alteraciones en la tensión superficial o interfacial (Jardak, Drogui, & 

Daghrir, 2016).  
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Figura 1. Orientación de moléculas de tensioactivo en agua, los círculos azules 

representan la parte hidrofílica del tensioactivo y las líneas azules la parte hidrofóbica 

(Morales Quintana, 2009) 

 

 

1.1.1.1.1 Clasificación de los tensioactivos sintéticos  

Los tensioactivos se clasifican según la carga de su grupo hidrofílico como: aniónicos (con 

carga negativa), catiónicos (con carga positiva), no iónicos (sin carga) y anfóteros (ambas 

cargas) (Jones-Costa et al., 2018).  

 

 Aniónicos: Se caracterizan porque se disocian en un anión anfífilo responsable de 

la actividad superficial y un contraión catiónico, que suele ser un metal alcalino 

(sodio, potasio, entre otros) o un amonio cuaternario. Son los tensioactivos más 

utilizados como emulsionantes, solubilizantes, humectantes y detergentes. A este 

grupo pertenecen: los alquil benceno sulfonatos, los jabones, agentes espumantes 

como el dodecil sulfato sódico, humectantes del tipo sulfoccinato y dispersantes 

del tipo lignosulfonatos (Sánchez, 2006).  Son ampliamente usados debido a su 

excelente capacidad de limpieza a nivel doméstico e industrial, flexibilidad en las 

formulaciones y bajo coste de fabricación (Piasecki, 2002). 

 

 Catiónicos: Se disocian en un catión anfífilo y un contraión aniónico 

(halogenuro). La gran mayoría de compuestos pertenecientes a este grupo son 
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compuestos nitrogenados como las sales de amonio y sales de amonio cuaternario, 

entre los que se destacan el cloruro de benzalconio y el bromuro de hexadecil 

trimetilamonio. Estos tensioactivos generalmente son más costosos que los 

aniónicos y los no iónicos debido al número y tipo de reacciones necesarias para 

su síntesis (Zografi, Schott, & Swarbrick, 1990; Pérez, y otros, 2002; Haldar, 

Kondaiah, & Bhattacharya, 2005). Sin embargo, son excelentes agentes 

antiestáticos, suavizantes para el cabello e inhibidores de la corrosión, también se 

pueden utilizar como desinfectantes de heridas en la piel y para la desinfección de 

material quirúrgico (Yanai, y otros, 2006).  

 

 No iónicos: Esta clase de tensioactivos no se ionizan en solución acuosa puesto 

que su grupo hidrófilo (alcohol, fenol, éter, éster o amida) no se puede disociar por 

lo que no se ven afectados por el pH de la solución. Son muy utilizados en 

preparaciones farmacéuticas (Kolodziejska, 2005; Vyas, y otros, 2005), en la 

industria cosmética y como emulsionantes y solubilizantes en los alimentos. Los 

tensioactivos más usados de este grupo son: el nonil fenol etoxilado y el 

triestearato de sorbitano (Rosen, 1993; Golemanov, Tcholakova, Denkov, & 

Gurkov, 2006) 

 

 Anfóteros: Los tensioactivos de este grupo dan lugar a disociaciones aniónicas y 

catiónicas en función del pH de la solución, pueden poseer propiedades 

solubilizantes de los aniónicos y desinfectantes de los catiónicos. El más 

representativo de este grupo es el alquil dimetil betaína. Son compuestos de alto 

costo al igual que los catiónicos por lo que se usa en sectores específicos como 

productos cosméticos (Rushton, Gummer, & Flasch, 1994; Guin, 2000) y en 

champús para bebes donde su elevada biocompatibilidad es primordial (Reynolds, 

1993). 
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1.1.1.1.2 Usos de los tensioactivos sintéticos  

Por su naturaleza, los tensioactivos se utilizan ampliamente en productos de lavado y 

cosméticos como agentes emulsionantes y promotores de espuma en industrias como la 

alimentaria, agrícola, farmacéutica y cosmética (Ivanković & Hrenović, 2010).  

 

En los productos de limpieza, los tensioactivos aniónicos son los de mayor uso, 

representando un 28% en el mercado global de detergentes, con perspectivas de 

crecimiento del 2,5% para el año 2020 (Jones-Costa et al., 2018). Dentro de los 

tensioactivos aniónicos más utilizados están el sulfonato de alquilbenceno lineal y lauril 

éter sulfato de sodio (Thomas, Gough y Freeman 2017; Paulo et al. 2017). Estos 

compuestos se utilizan debido a su efectividad, relación costo/rendimiento, versatilidad y 

registro de seguridad ambiental. Sin embargo, a pesar de estas excelentes características, 

existen numerosos estudios y revisiones científicas que han reportado un efecto tóxico de 

los tensioactivos aniónicos (Jardak et al., 2016). 

 

La toxicidad de los tensioactivos químicos en general está relacionada con las altas 

concentraciones que se encuentran en aguas superficiales, sedimentos, lodos y suelos 

(Sobrino-Figueroa, 2018). Por lo tanto, la introducción de estos compuestos residuales 

en el medio ambiente a través de diferentes fuentes da lugar a graves problemas 

ambientales, incluidos el riesgo ecológico y el daño a la salud humana (Jardak et al., 

2016).  

 

1.1.1.1.3 Alteraciones provocadas por tensioactivos sintéticos  

En ambientes acuáticos los tensioactivos provocan la formación de espuma reduciendo 

los niveles de oxígeno, lo cual genera la disminución de la calidad de agua ocasionando 

efectos tóxicos para los organismos que viven en estos (Jardak et al., 2016). 

 

Existe evidencia científica que indica que estos productos dañan las branquias de los peces 

y causa una secreción excesiva de moco. Además, producen alteraciones marcadas en la 

morfología de la piel de anfibios, causando hiperplasia o hipertrofia del epitelio (Rissoli, 

y otros, 2016). Asimismo, el uso de agua contaminada con detergente, aplicada al cultivo 
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de fréjol reduce la tasa de fotosíntesis y el contenido de clorofila lo cual indica 

disminución de la productividad, mientras que, en seres humanos, el contacto con 

tensioactivos aniónicos provoca dermatitis y úlceras aftosas (Rebello, Asok, Mundayoor, 

& Jisha, 2014). 

Lo que no ocurre con el uso de tensioactivos microbianos debido a su baja casi nula 

toxicidad según estudios previos realizados (Medina & Rodríguez, 2010; Ospina, 2012; 

Zaragoza Martínez, 2012). 

 

1.1.1.2 Tensioactivos de origen microbiano   

 

Los biotensioactivos o biosurfactantes son compuestos biológicos anfifílicos de 

comportamiento químico dual, solubles tanto en agua como en grasas. Son producidos por 

microorganismos como levaduras, bacterias y hongos filamentosos (Banat, Makkar, & 

Cameotra, 2000). El desarrollo de la biotecnología ha posibilitado la producción de 

biotensioactivos a gran escala para ser utilizados en diferentes campos industriales 

(Nuñez, y otros, 2014) como se puede apreciar en la Tabla 1.  

 

Tabla 1. Aplicaciones de los biotensioactivos en diferentes campos 

Campo  Aplicaciones 

Industria Petrolera  
Extracción de petróleo, biorremediación de 

hidrocarburos, biodesulfuración de petróleo. 

Saneamiento ambiental  

Biorremediación de suelos contaminados por 

metales tóxicos. 

Biorremediación de suelos y aguas 

contaminadas por derrames de gasolina o 

petróleo. 

Industria cosmética y farmacéutica  
En productos anticaspa, bacteriostáticos y 

desodorantes. 
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En la industria alimentaria  
En agentes de limpieza, en la producción de 

mayonesa y para el control de olores. 

En la agricultura  

En el control biológico de patógenos en los 

cultivos y para el aumento de la disponibilidad 

de micronutrientes del suelo 

Fuente: (Cameotra & Makkar, 2004) 

 

 

Además, con el aumento de la conciencia ambiental y el énfasis en una sociedad sostenible 

en armonía con el medio ambiente mundial. Los tensioactivos microbianos han cobrado 

importancia en los últimos años debido a su baja toxicidad y alta biodegradabilidad en 

comparación con los tensioactivos químicos sintéticos  (Van Hamme, Singh, & Ward, 

2006). En vista de la capacidad que tienen los biotensioactivos como inhibidores del 

crecimiento de microrganismos y de formación de biopelículas, se ha considerado posible 

su uso como agente de limpieza a nivel industrial (Masip, 2016; Gaiker, 2015). 

 

En la industria alimentaria en particular, la limpieza es una etapa importante de la 

producción y calidad del producto final. El uso de biotensioactivos posibilitan que los 

equipos a usarse en esta industria estén libres de impurezas, así como también se reduzca 

la presencia de microorganismos contaminantes gracias a sus propiedades detergentes, 

humectantes, emulsionantes, espumantes y dispersantes (Torrecilla, 2011).  

 

Los productos de limpieza fabricados a partir de  biotensioactivos se utilizan cada vez más 

en aplicaciones de limpieza doméstica, profesional e industrial (Al-Ajlani, Sheikh, 

Ahmad, & Hasnain, 2007). Esto debido a que los biotensioactivos pueden degradar la 

suciedad, los residuos de alimentos y la grasa mediante la acción enzimática y metabólica 

además de eliminar a los microorganismos asociados con los problemas de olor (Abatenh, 

Gizaw, Z, & et al, 2017).  Se conoce que numerosos géneros microbianos (Tabla 2) son 

capaces de producir biotensioactivos durante su proceso metabólico (Nuñez, y otros, 

2014). 
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Tabla 2. Biotensioactivos y sus microorganismos productores 

Biotensioactivo Microorganismo 

Glicolípidos Alcanivoras borkumensis, Tsukamurella spp 

Ramnolípidos Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidea 

Soforolipidos Torulopsis bombicola, Cadida apícola 

Trehalolipidos 
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium spp, Arthrobacter spp., 

Nocardia spp 

Peptido-lipidico Bacillus licheniformis, Myroides spp 

Viscosina Pseudomonas fluorescens 

Serrawetina Serratia marcescens 

Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Lactobacillus spp 

Subtilisina Bacillus subtilis 

Gramidisina Bacillus brevis 

Polimixina Bacillus polymyxa 

Alasán Acinetobacter radioresistens 

Emulsán Acinetobacter calcoaceticus 

Liposán Candida lipolytica 

Lipoproteína Candida tropicalis 

Arthrofactina Arthrobacter spp 

Streptofactina Streptomyces tendae 

Fuente: (Jiménez, Medina, & Gracida, 2010) 

 

 

1.1.1.2.1 Clasificación de los biotensioactivos 

Tomando en cuenta la naturaleza química de los biotensioactivos se clasifican en los 

siguientes tipos:  
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 Biotensioactivos Glucolípidos: Son moléculas que tienen en su estructura 

química una parte de lípido o grasa y una parte de azúcar. La mayoría de los 

biotensioactivos conocidos son glucolípidos. Entre los glucolípidos más conocidos 

son los ramnolípidos, que son bioemulsificantes que han sido muy estudiados, por 

su alta actividad emulsificante y alta afinidad por moléculas orgánicas 

hidrofóbicas. 

 Biotensioactivos Lipoproteínas y lipopéptidos: Son compuestos químicos que 

tienen en su estructura una parte de lípido o grasa y otra parte de proteína. Las 

surfactinas son las moléculas más representativas de este grupo por su capacidad 

de reducir la tensión superficial.  

 Biotensioactivos ácidos grasos: Son compuestos producidos por 

microorganismos que tienen la capacidad de oxidar alcanos a ácidos grasos que 

tienen propiedades tensioactivas.  

 Biotensioactivos Fosfolípidos: Son compuestos químicos que tienen grupos 

fosfato, unidos a una parte con estructura de lípido. 

 Biotensioactivos poliméricos: Son macromoléculas de alto peso molecular. Los 

compuestos más estudiados de este grupo son: Emulsán, Liposán, mannoproteína 

y complejos de polisacáridos-proteínas (Cameotra & Makkar, 2004). 

 

1.1.1.3 Importancia fisiológica de los biotensioactivos  

Diferentes investigadores han estudiado el papel fisiológico de los biotensioactivos. 

Alguno de los papeles que se les atribuyen a los biotensioactivos son: interacción 

célula/célula para la formación de biofilms (Neu, 1996; Ron & Rosenberg, 2001; Van 

Hamme, Singh, & Ward, 2006). También muy probablemente estén implicados en la 

diferenciación celular (Banat, Makkar, & Cameotra, 2000), accesibilidad a sustratos 

(Van Hamme, Singh, & Ward, 2006) y resistencia a compuestos tóxicos gracias a sus 
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propiedades antifúngicas y antivirales, principalmente en lipopéptidos y glicolípidos 

(Kitamoto, Isoda, & Nakahara, 2002). Además, cuando los microorganismos patógenos 

infectan plantas o animales producen biotensioactivos que actúan como agentes 

dispersantes para el microorganismo y como agentes humectantes para la célula 

hospedadora (Spök, Arvanitakis, & McClungc, 2018).  

 

La mayoría de las funciones citadas de los biotensioactivos tienen lugar extracelularmente, 

siendo posible que todavía estén por descubrir nuevas actividades intracelulares. 

 

 

1.1.1.4 Bacillus subtilis productor de biotensioactivos   

Bacillus subtilis pertenece a la familia Bacillaceae, genero Bacillus, es un bacilo Gram-

positivo, aerobio estricto, productor de endosporas, antibióticos y biofilms, se lo encuentra 

comúnmente en el suelo. En cultivo en placa, las colonias son de color blanco, consistencia 

viscosa, margen ondulado, elevación plana y forma irregular (Yánez, 2012).  

 

El potencial de Bacillus subtilis se basa en su capacidad de producir gran variedad de 

moléculas bioactivas con propiedades antifúngicas, junto con una baja toxicidad, alta 

biodegradabilidad y características amigables con el ambiente en comparación con 

productos químicos (Chen, y otros, 2008).  Bacillus subtilis tiene la capacidad de formar 

endosporas que le proporciona un alto nivel de resistencia a condiciones ambientales 

extremas favoreciendo al desarrollo de bioproductos (Errington, 2003; Ongena, Henry, 

& Thonart, 2009)  

 

Por otro lado, Bacillus subtilis también es capaz de producir biotensioactivos, Gómez & 

Loyola  (2017) señalan que B. subtilis tiene la capacidad de producir 0.4 g/L de 

tensioactivo a nivel de matraces. Sin embargo, es importante mencionar que no se ha 

podido determinar con claridad el papel fisiológico que estas moléculas desempeñan para 

los microorganismos que las producen. Debido a la amplia variedad estructural y de 

especies que los sintetizan (Becerra & Horna, 2016). Estas especies pueden ocupar 
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hábitats muy distintos, lo más acertado sería adjudicarles diversas funciones, aunque todas 

ellas estarían en relación directa con su carácter anfifílico. 

 

1.1.1.5 Moléculas bioactivas producidas por Bacillus subtilis  

Dentro de los compuestos producidos por Bacillus subtilis sobresalen los lipopéptidos por 

su alta actividad biocida, potencial biotecnológico y posibles aplicaciones en biocontrol 

(Chen, y otros, 2008). Estas moléculas bioactivas están agrupadas en tres familias:  

surfactinas, fengicinas e iturinas, biosurfactantes activos de membrana con potentes 

actividades antimicrobianas (Muaaz, Muhammad, Zeeshan, & Shahida, 2007; 

Peypoux, Bonmatin, & Wallach, 1999).  

 

 La familia de las surfactinas (Figura 2) son heptapéptidos, exhiben funciones 

antimicrobianas, antitumorales y antivirales (Rodriguez, Banat, Teixeira, & 

Oliveira, 2006), e inhiben la formación de biopelículas de otras bacterias al 

interferir con la unión de las células a las superficies (Mireles, Toguchi, & 

Harshey, 2001).  

 

 La familia de las iturinas principalmente iturina A y C, micosubtilinas y 

bacilomicinas D, F y L (Figura 2), también son heptapéptidos al igual que las 

surfactinas, esta familia tiene actividad antifúngica e inhibitoria del crecimiento 

de un amplio rango de patógenos de plantas (Romero, y otros, 2007). 

 

 La familia de las fengicinas son decapéptidos con un anillo interno de lactona en 

la fracción peptídica, son menos conocidas que las iturinas y las surfactinas pero 

mantienen una actividad fungitóxica fuerte, especialmente contra los hongos 

filamentosos (Vanittanakom, Loeffer, Koch, & Jung, 1986; Romero, y otros, 

2007).  
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Figura 2. Estructura general de las tres familias de biotensioactivos sintetizados por 

especies de Bacillus subtilis: Familia de las iturinas, Familia de las surfactinas y Familia 

de las fengicinas. (Khan, Maymon, & Hirsch, 2017). 

 

1.1.1.6 Escalamiento de la producción de tensioactivos microbianos 

Tradicionalmente el escalado de procesos químicos y bioquímicos se ha realizado con el 

uso de números adimensionales. En el caso de los procesos bioquímicos, se tiene en cuenta 

relaciones que dan información acerca de las necesidades ambientales de la célula como 

la cantidad de oxígeno requerida para el transporte de electrones en los procesos 

metabólicos, entre otros. Estos métodos de escalado se fundamentan en un régimen de 

operación asociado al fenómeno de transferencia de masa, energía y/o cantidad de 

movimiento en el proceso (Leib, Pereira, & Villadsen, 2001). Es así, como se selecciona 

las relaciones de variables que dan origen a los números adimensionales y se escoge el 

criterio de escalado.  

 

Las investigaciones más recientes con respecto al escalado de procesos se desarrollan 

siguiendo los métodos tradicionales de escalado, puesto que desde la década de los años 

sesenta del siglo XX no ha habido aportes significativos en los métodos de escalado (Bisio 

Iturina  Surfactina 

Fengicina  
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& Kabel, 1985), solo han surgido relaciones empíricas a partir de la combinación de 

números adimensionales existentes o nuevos números adimensionales que han surgido 

como resultado de las correlaciones de datos históricos de un proceso (Vandekerckhove, 

Moerman, & Van Huller, 2008; Bogaerts & Vande, 2004). 

 

Algunos parámetros de escalado como: los sistemas de enfriamiento, calentamiento, 

transferencia de calor, tamaño de escala de operación, entre otros no pueden ser 

mantenidos por economía o por factores geométricos a nivel industrial, (Nienow, 2001; 

Gonzalez-Castellanos, 2000). Sin embargo, las variaciones más significativas en el 

escalado ascendente son cambios bruscos en las condiciones ambientales que 

experimentan los microorganismos, debido a largos tiempos de mezclado y a la formación 

de compartimentos (González-Castellanos, 2000). 

 

Se debe considerar que cuando se lleva a cabo un escalamiento los microorganismos 

experimentan cambios en las condiciones hidrodinámicas, dependiendo de su tamaño. Sin 

embargo, las enzimas y las bacterias son tan pequeñas, que se ven menos afectadas por el 

estrés dinámico del fluido. Además, se ha demostrado experimentalmente, en el caso de 

microorganismos filamentosos, que hay modificación de la viscosidad de los medios, 

razón por la cual se presentan problemas de transferencia de masa, energía y mezclado 

(Bayrock & Ingledew, 2005).  

 

Por tal motivo, se recomienda tener en cuenta el análisis del régimen, es decir el efecto de 

los gradientes de oxígeno y de concentración. Puesto que el cambio de escala es una 

proyección en la cual los datos obtenidos en un sistema se utilizan para diseñar otro de 

tamaño diferente;  así se puede plantear una serie de relaciones para ambos sistemas (Ruiz, 

2009) y evitar problemas relativos al escalado de procesos que involucran fluidos de 

comportamiento no newtoniano, propiedades físicas dependientes de la temperatura, 

heterogeneidad de los materiales y espumas, entre otros. Los cuales se resumen en 

fenómenos de transferencia de masa, energía y cantidad de movimiento (Hoyos & Mejía, 

2009). 
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1.1.1.6.1 Velocidad máxima de transferencia de oxígeno  

En la presente investigación se consideró la velocidad máxima de transferencia de oxígeno 

como uno de los criterios de escalamiento puesto que la transferencia de oxígeno 

constituye un factor muy importante en el crecimiento de los microorganismos y es 

variable fundamental para el escalado y la economía de los sistemas de biosíntesis aerobia 

(Nienow, 2001). 

 

Además, la concentración de oxígeno disuelto en un cultivo con microorganismos 

aerobios depende de la tasa de transferencia de oxígeno, de la fase gas al líquido, de la 

velocidad de transporte del oxígeno hacia las células y de la tasa de consumo de oxígeno 

por los microorganismos para el crecimiento, mantenimiento y producción de metabolitos 

y estructuras celulares (Galaction, Cascaval, Oniscu, & Turnea, 2004).  

 

En un biorreactor, la transferencia de oxígeno está afectada por diferentes factores que 

intervienen sobre la hidrodinámica de este como: las propiedades físicas tanto del medio 

de cultivo como del gas utilizado para aportar el oxígeno, los parámetros geométricos del 

biorreactor, las condiciones de operación a las que se desarrolla el proceso y el tipo de 

microorganismo cultivado (Deckwer & Schumpe, 1993). 

 

Con el propósito de conocer el efecto de estos factores sobre la transferencia de oxígeno, 

se han desarrollado diferentes trabajos para evaluar la incidencia de cada factor buscando 

mejorar los procesos de transferencia de oxígeno. Logrando en algunos casos superar las 

limitaciones a las que los microorganismos se encuentran expuestos en los diseños 

convencionales (García-Ochoa & Gómez, 2009). 

 

Uno de los factores que afecta de gran manera a la transferencia de oxígeno es la 

concentración de oxígeno disuelto puesto que es un nutriente limitante en cultivos con alta 

demanda de oxígeno. Lo cual puede deberse a la velocidad de crecimiento del 

microorganismo, a una alta producción de biomasa o a que las propiedades reológicas de 

los medios de cultivo ofrezcan resistencia a la transferencia de masa (Casas, Santos, & 

García-Ochoa, 2000). 
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Sin embargo, una de las razones principales por las que la disponibilidad del oxígeno en 

el medio de cultivo es limitada, está relacionada con su baja solubilidad en soluciones 

acuosas de nutrientes. Para superar este inconveniente y evitar que la transferencia de 

oxígeno sea el paso controlador para el crecimiento microbiano, viéndose afectado el 

cultivo y el bioproceso, García-Ochoa F. , Gómez, Santos, & Merchuk (2010), 

recomiendan emplear como alternativas convencionales cambios en la velocidad de 

agitación, en el flujo de aireación o en los sistemas de distribución de aire (Akita & 

Yoshida, 1973; Nikakhtari & Hill, 2005; Flores-Cotera & García-Salas, 2005; 

Yazdian, Shojaosadati, Nosrati, Pesaran Hajiabbas, & Vasheghani-Farahani, 2009; 

Moraveji, Mohsenzadeh, Fakhari, & Davarnejad, 2012) 

 

1.1.1.6.2 Velocidad especifica máxima de consumo de oxígeno  

El segundo criterio de escalado que se consideró estudiar es la velocidad especifica 

máxima de consumo de oxígeno que se ve afectada por muchos factores, siendo los más 

importantes la especie celular utilizada, la fase de crecimiento del cultivo y la naturaleza 

de la fuente de carbono en el medio. En cultivos discontinuos, la velocidad de consumo 

de oxígeno varía con el tiempo, debido a que la concentración de células aumenta durante 

el cultivo y a los cambios fisiológicos en las diferentes fases de crecimiento (Torres & J, 

2008). 

 

1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo General 

Determinar la velocidad máxima de transferencia de oxígeno (VTOmax) y la velocidad 

especifica máxima de consumo de oxígeno (qO2max) en cultivos por lotes de Bacillus 

subtilis DS23 en un biorreactor. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

Evaluar el efecto de la velocidad de agitación sobre la producción de biomasa y 
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biotensioactivo en cultivos de Bacillus subtilis DS23 a nivel de biorreactor. 

 

Caracterizar la producción del tensioactivo microbiano a distintas velocidades de 

agitación en cultivos por lotes de la bacteria Bacillus subtilis DS23 en un en biorreactor. 

 

Determinar la VTOmax y la qO2max a la velocidad de agitación en la que exista la mayor 

producción de tensioactivo microbiano. 
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CAPITULO II 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1 Materiales, equipos y reactivos 

 

2.1.1 Materiales 

2.1.1.1 Material Biológico 

La cepa Bacillus subtilis DS23 fue proveída por el banco de cepas del Centro de 

Investigación Biotecnológica del Ecuador (CIBE) proporcionada por el Dr. Jonathan 

Coronel León y conservada en el laboratorio de Canje de Deuda de la Facultad de Ciencia 

e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología en un cultivo líquido con 20% de glicerol a -

80°C. 

 

2.1.1.2 Material de Laboratorio 

 Material de vidrio (GLASSCO). 

 Probetas de 10, 100, 200, 1000 mL 

 Matraces Erlenmeyer de 100, 200, 500, 1000 y 2000 mL 

 Vasos de precipitación de 50 y 100 mL 

 Balón de aforo de 10, 100 y 500 mL 

 Botellas de esterilización 

 Espátulas estériles 

 Magnetos (Golderie Trading) 

 Toallas de papel 
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 Tubos de centrífuga de 45 mL 

 Puntas de 1000 µL 

 Cajas Petri de vidrio  

2.1.2 Equipos 

 Biorreactor autoclavable Winpact SF/02 series 

 pH-metro (Thermo Scientific) 

 Incubadora (Lab- INCUBATOR- Digisystem Laboratory Inc) 

 Estufa (Precision-Thermo Scientific) 

 Autoclave (H1-CLAVETM HV-110) 

 Cabina de flujo laminar (OptiMAIRR) 

 Agitador incubador orbital (Incu-Shaker mini-Benchmarle) 

 Micropipeta manual (Thermo Scientific, Dinamarca) 

 Balanza analítica (Adventurer Pro) 

 Balanza analítica (Mettler Toledo XSE205 DualRange) 

 Centrífuga (Rotina 380- Hettich Zentrifugen) 

 Espectrofotómetro UV-VIS (accuSkan GO- Fisher Scientific) 

 Liofilizador Labconco   

 Ultra congelador Binder  

 Software de análisis gráfico  

2.1.3 Reactivos 

 Etanol al 96% de pureza (ISSE LABS) 

 Sulfato cúprico (CuSO4) (ISSE LABS) 

 Agua destilada (ISSE LABS). 

 Hidróxido de sodio (NaOH) (ISSE LABS). 

 Ácido Clorhídrico concentrado (HCl) (ISSE LABS). 

 Metanol al 100% de pureza (ISSE LABS). 

 1,3-Butilglicol  

 LB agar  

 D-glucosa 
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 Extracto de levadura 

 Nitrato de Sodio (NaNO3) 

 Fosfato disódico (Na2HPO4) 

 Fosfato mono potásico (KH2PO4) 

 Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgSO4 .7H2O) 

 Sulfato de Hierro Heptahidratado (FeSO4 .7H2O) 

 Cloruro de Calcio (CaCl2) 

 

2.2 Métodos.  

2.2.1 Cultivo y mantenimiento de B. subtilis DS23 en placa  

La cepa de B. subtilis DS23 se sembró en agar nutritivo y se conservó en un cultivo Luria 

Bertani (LB) líquido con 20% de glicerol a -80°C. Antes de iniciar cada experimentación 

a nivel biorreactor, B. subtilis DS23 se sembró en cajas Petri usando medio LB sólido, 

estas cajas se usaron posteriormente para preparar el inóculo para el crecimiento en el 

biorreactor.  

 

2.2.2 Cultivo de B. subtilis DS23 en el biorreactor  

 

Para el cultivo del microorganismo en el biorreactor se utilizó un medio mineral (Tabla 

3), para su preparación la fuente de carbono y las sales minerales se prepararon y 

autoclavaron por separado (Anexo 5). 

 

Tabla 3. Composición del medio mineral. 

Componente Unidad (g/L) 

D- Glucosa 20 

Extracto de levadura 1 

NaNO3 8.5 

Na2HPO4 5.7 

KH2PO4 4 

MgSO4 7H2O 0.21 
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FeSO4 7H2O 0.01 

CaCl2 *7x10-6 

Fuente: (Mnif, Sahnoun, Banat, Ellouze-Chaabouni, & Ghribi, 2014) 

 

Para la medición de CaCl2 se realizó una solución STOCK (700 mg CaCl2/L) debido a que 

la cantidad que debía pesarse era sumamente pequeña y las balanzas analíticas no tienen 

la capacidad de medir esas cantidades. En el medio de cultivo mineral se colocó 10 uL de 

la solución STOCK por cada litro de cultivo.  

 

El inóculo para el biorreactor se preparó con Bacillus subtilis DS23 sembrado 

anteriormente en cajas Petri y con un asa se pasó la bacteria a 5 matraces Erlenmeyer de 

500 mL que contenían 100 ml de medio de cultivo mineral cada uno durante 8 horas de 

incubación a 37°C y 150 rpm. 

 

Transcurridas las 8 horas se midió por triplicado la densidad óptica (OD) a 600 nm, se 

obtuvieron valores muy cercanos a 1 en cada uno de los matraces, dichos valores dieron 

como resultado de 1.006 g/L a 1.008 g/L de biomasa producida en cada matraz. Seguido 

de la medición, se colocó el inóculo de los 5 matraces al biorreactor que ya contenía 4.5 

L de medio mineral. Se puso en marcha el biorreactor y de inmediato se volvió a medir la 

DO, en donde se obtuvo un valor de 0.119 que corresponde a 0.1 g/L de biomasa inicial 

que es la cantidad con la que se pretendía iniciar el proceso. 

 

2.2.3 Descripción del biorreactor  

El biorreactor autoclavable Winpact SF/02 series (Figura 3), consta de tres partes 

principales: 

 

 El biorreactor de vidrio autoclavable con su plancha de calentamiento. 

 Los accesorios del biorreactor utilizados en la operación de este. 

 El biocontrolador para la medición y control de las variables de proceso con sus 

respectivas salidas del controlador para mantener las condiciones de proceso en el 
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punto de consigna. 

 

Las características de cada componente se detallan en los Anexos 1,2,3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fermentador/biorreactor paralelo Winpact, SF-02 series (Major Science, 

2015) 

 

2.2.3.1 Parámetros de operación del biorreactor Winpact, SF-02 series 

para el cultivo de Bacillus subtilis DS23 

Tabla 4. Parámetros de operación del biorreactor para el cultivo de Bacillus subtilis DS23 

Parámetro Descripción  

Temperatura de cultivo  30 °C 

Tiempo de cultivo  24 horas 

Tipo de agitador  Turbina Rushton de seis palas 

 

Número de agitadores  3 (33.5 cm de altura) 

Número de deflectores  3 

Dimensiones de los 

deflectores  

Altura (32, 35.5, 37 cm) 

Diámetro (0.8, 08, 0.5 cm) 

Tipo de difusor de aire  Difusor en anillo con poro de 1mm de 

diámetro  

Tamaño de burbuja  2-10 um 

Proporción del biorreactor  2.17:1 

Control de pH Automatizado con soluciones:  
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- NaOH (0.35M) para basificar 

el medio  

- H2SO4 (0.35M) para acidificar 

el medio  
Control de espuma  Butilglicol (10%) 

 

 

2.2.4 Caracterización de la producción de TSM en un biorreactor de 5 litros. 

 

Inicialmente se realizaron cultivos por lotes de la bacteria Bacillus subtilis DS23 en un 

biorreactor de 5 litros (Anexo 4) a distintas velocidades de agitación (150, 200 y 300 rpm). 

Considerando que las células bacterianas se desarrollan perfectamente hasta 300 rpm 

cuando se trabaja a nivel de biorreactor (Delaunay, Lapujade, Engasser, & Goergen, 

2002; Okino, Suda, Keitaro, Inui, & Yukawa, 2008), pasada esta velocidad de agitación 

es muy probable que la bacteria se vea afectada por la fuerza de cizalla (Doran, 1995). 

 

Por otro lado, por una revisión bibliográfica previamente realizada se decidió utilizar una 

tasa específica de aireación de 1 vvm (5 litros de aire por minuto). Sánchez, Dustet, Coca, 

Iliná, & Martínez (2009) mencionan en un estudio que la cantidad de aire suministrado 

puede afectar directamente al crecimiento celular así como a la producción del producto 

de interés por la excesiva formación de espuma. Además, tomando en cuenta que Bacillus 

subtilis DS23 se desarrolla adecuadamente en un pH= 7.0, aunque para la producción de 

los biotensioactivos es necesario acidificar un poco el medio (Yánez Mendizábal, 2012), 

se realizó un control a través de la pantalla del biocontrolador del biorreactor de manera 

continua a pH = 6.5,  para mantener constante este valor  fue necesario agregar ciertas 

soluciones que se detallan en la Tabla 5.  

 

Además, como resultado de la agitación y aireación se produjo bastante cantidad de 

espuma, para poder controlar dicha espuma fue necesario agregar Butilglicol al 10% 

(Tabla 5) para no afectar al desarrollo del microorganismo. La cantidad de butilglicol 

añadido vario entre las velocidades de agitación usadas debido a que la producción de 

espuma incrementó conforme aumentó la agitación, limitando que se pueda asegurar que 
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su efecto en la producción de biomasa y biotensioactivo sea similar. Cada ensayo en 

biorreactor se realizó por duplicado (réplicas independientes).  

 

 

 

Tabla 5. Soluciones agregadas para mantener constante el pH y controlar la espuma del 

caldo de cultivo de Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor de 5 litros  

Velocidad de 

agitación (rpm) 

NaOH 0.35 M 

agregado (ml) 

H2SO4 0.35 M 

agregado (ml) 

Butilglicol 10% 

agregado (ml) 

150 5 25 30 

150 5 25 30 

200 5 30 37 

200 7 27 37 

300 5 25 40 

300 5 25 40 

 

Durante los ensayos se cuantificó la concentración de biomasa a través de la medición de 

la densidad óptica del cultivo cada hora de la experimentación de acuerdo con la curva 

estándar de Bacillus subtilis DS23 elaborada previamente (Figura 6) y la producción de 

biotensioactivo se lo realizó por peso seco tomando muestras cada 4 horas de la 

experimentación.  

 

2.2.4.1 Recuperación del biotensioactivo  

El medio de cultivo de Bacillus subtilis DS23 presente en el biorreactor se transfirió a 

tubos Falcon de 50 mL, los cuales se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos para 

separar la biomasa (pellet) del sobrenadante (tensioactivo). Tras la centrifugación al 

sobrenadante libre de células que se obtuvo, se traspasó a vasos de precipitación 

(Labconco) hasta 135 mL y se le añadió 1 mL de HCl concentrado (37%) para llegar a un 

pH de 2. Posteriormente se dejaron los vasos a 16°C por 24 horas. Transcurrido ese 
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tiempo, se agregó NaOH (35%) para basificar la solución hasta llegar a un pH de 7. 

Después las muestras se las llevaron al ultracongelador durante 1 hora.  

 

Finalmente, el biotensioactivo que muy probablemente sea un lipopéptido se recuperó por 

liofilización (31 Pa, -38°C), terminada la liofilización (Anexos 6 y 7) se dejó los vasos 

con las muestras en una estufa a 70°C durante 24 horas para quitarles completamente la 

humedad para calcular la concentración del biotensaioactivo producido por peso seco. Es 

importante mencionar que no se realizó ningún control negativo por cuestiones de 

logística.  

 

2.2.5 Determinación de la concentración de biomasa 

Para estimar la concentración de biomasa se utilizó la ecuación resultante de la curva 

estándar de Bacillus subtilis DS23 realizada previamente (Figura 6):  

 

Ecuación  1. Expresión para la determinación de la concentración de biomasa 

 

𝑦 =  1.0247𝑥 −  0.0157 

Dónde  

 

y: Concentración de biomasa (g/L). 

x: Densidad óptica medida. 

 

2.2.6 Determinación de la concentración de biotensioactivo producido  

 

Para estimar la concentración de biotensioactivo producido se utilizó la siguiente 

ecuación:  

Ecuación  2. Expresión para la determinación de la concentración de biotensioactivo 

[𝐵𝑇𝑆] =
𝑃𝑀𝑆 − 𝑃𝑉

𝑉
 

Dónde  
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[BTS]: Concentración de biotensioactivo (g/L). 

PMS: Peso del vaso con la muestra seca (g). 

PV: Peso del vaso vacío (g). 

V: Volumen de la muestra tomada (L). 

 

2.2.7 Determinación de la velocidad máxima de transferencia de oxígeno y la 

velocidad máxima de consumo de oxígeno en el biorreactor 

 

Para la determinación de estos parámetros, se eligió la velocidad de agitación a la que se 

produjo la mayor concentración de tensioactivo (300 rpm, 30°C), aunque hubiese sido 

idóneo trabajar con todas las velocidades de agitación con las que se experimentaron para 

conocer si hubiese existido una saturación de oxígeno en el medio y por ende una 

velocidad máxima de transferencia, sin embargo, por cuestiones de logística esto no fue 

posible. La velocidad máxima de transferencia de oxígeno (VTOmax) y la velocidad 

específica máxima de consumo de oxígeno (qO2max) del cultivo se determinaron a través 

del método dinámico de Humphrey (Bandyopadhyay, Humphrey, & Taguchi, 1967).  

 

Se optó por analizar la VTOmax y la qO2max por ser parámetros operacionales importantes 

dentro de cultivos bacterianos aerobios y que han sido utilizados con éxito como criterio 

de escalamiento en trabajos con otros cultivos aerobios bacterianos (Díaz-Barrera, 

Gutierrez, Martínez, & Altamirano, 2014; Wang, y otros, 2010). 

 

2.2.7.1 Determinación de la velocidad de consumo de oxígeno (NA) 

Durante la fermentación se cortó el suministro de aire por unos minutos, haciendo que el 

sistema responda modificando la concentración de oxígeno disuelto en el seno del líquido 

(CL) y de su variación se pueda calcular el coeficiente volumétrico de transferencia de 

oxígeno (𝐾𝐿𝑎). En la Figura 4 se observa cómo se da la disminución del oxígeno disuelto 

al interrumpir la aireación, teniendo en cuenta que el flujo de aire se debe reponer antes 

que CL alcance una concentración critica de oxígeno, valor bajo el cual la velocidad del 
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metabolismo del microorganismo se hace dependiente de CL (Acevedo, Gentina, & 

Illanes, 2002). 

 

 Figura 4. Curva de desgasificación y gasificación usando el Método Dinámico de 

Humphrey (Acevedo, Gentina, & Illanes, 2002) 

 

 

Posteriormente se reanudó el suministro de aire a las condiciones establecidas logrando 

que CL en el biorreactor aumentara, en este transcurso de tiempo se midió la variación de 

oxígeno. Conforme aumentaba la concentración de CL  se fue haciendo mediciones con el 

fin de obtener una pendiente  igual a -1/𝐾𝐿𝑎 como se aprecia en la Figura 5, por despeje 

se obtuvo el valor de 𝐾𝐿𝑎. Esto  se  realizó hasta cuando los parámetros cinéticos (CL) y 

los parámetros físicos (respiración) se mantuvieron constantes (Zaragoza R. , 2009). 

Además, aplicando la ley de Henry se obtuvo el valor de la concentración de equilibrio de 

oxígeno disuelto (C*) que ayudó en cálculos que se presenten más adelante.  

 

 

 Figura 5. Datos para el cálculo del coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno 

(KLa) usando el Método Dinámico de Humphrey (Acevedo, Gentina, & Illanes, 2002) 
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2.2.7.2 Determinación de la velocidad de transferencia de oxígeno (VTO) 

Con los parámetros medidos en el apartado anterior, se procedió al cálculo de VTO para 

lo cual se aplicó la ecuación 1, considerando que la VTO para biorreactores de laboratorio 

recomendada en bibliografía está en un rango de 60-120 mmol O2/L y el 𝐾𝐿𝑎 esta entre 

60 – 500 h-1 (Acevedo, Gentina, & Illanes, 2002). 

 

Ecuación  3. Determinación de la VTO 

𝑉𝑇𝑂 = 𝐾𝐿𝑎(𝐶∗ − 𝐶𝐿)   

 

Donde: 

VTO: Velocidad de transferencia de oxígeno (mmol O2/h) 

𝐾𝐿𝑎: Coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno (h-1) 

C*: Concentración de equilibrio de oxígeno disuelto (mmol O2/L) 

CL: Concentración de oxígeno disuelto en el seno del líquido (mmol O2/L) 

Al calcular la VTO para cada tiempo en el que se midió CL, se obtendrán datos para 

realizar una gráfica de tiempo vs CL, en donde se podrá apreciar la VTOmax que puede 

alcanzar el cultivo en el biorreactor. 

 

2.2.7.3 Determinación de la qO2 

Para el cálculo de este parámetro se aplicó la ecuación 3 ya que del primer apartado se 

conocía NA, así como también la biomasa que se produjo en el transcurso de la 

experimentación. 

Ecuación  4. Determinación de qO2 

𝑞𝑂2
=

𝑁𝐴

𝑋
 

Donde: 

𝑞𝑂2
= Velocidad especifica de consumo de oxígeno (h-1) 

NA= Velocidad de consumo de oxígeno (mmol O2/L*h) 
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X= Biomasa producida (g/L) 

 

Al igual que en la VTOmax, el valor de 𝑞𝑂2𝑚𝑎𝑥
 fue posible obtener al realizar una gráfica 

de tiempo vs 𝑞𝑂2
, en la que se pudo apreciar la máxima  𝑞𝑂2

 a la que puede llegar el cultivo 

en el biorreactor.
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CAPITULO III 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1 Análisis y discusión de resultados 

3.1.1 Curva estándar de Bacillus subtilis DS23  

Los cultivos iniciales de Bacillus subtilis DS23 se los hicieron en matraces de 500 

ml, a 37°C y 1500 rpm con el fin de obtener la curva estándar de crecimiento de 

este microorganismo (Figura 6). Misma que fue clave para entender el 

comportamiento que presenta de Bacillus subtilis DS23 y poder establecer las 

condiciones de experimentación a nivel de biorreactor. Considerando que Bacillus 

subtilis  es uno de los microorganismos más estudiados como productores de 

biotensioactivos (Ghojavand, y otros, 2008; Joshi, y otros, 2008; Whang, Liu, 

Ma, & Cheng, 2008; Youssef, y otros, 2007).  

 

Además, Gómez & Loyola (2017) en un trabajo similar indican que la especie 

Bacillus subtilis tiene elevada actividad superficial. Por lo que se puede considerar 

que Bacillus subtilis DS23 tiene excelente actividad superficial y que además tiene 

la capacidad de limpiar superficies sin la necesidad de subir la temperatura.  
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Figura 6. Curva estándar de Bacillus subtilis DS23 en matraces de 500 mL 

 

En el marco de estudio del proceso fermentativo de producción por dicha cepa, se evaluó 

parámetros (velocidad de agitación, VTOmax y QO2max) que de cierta forma inciden sobre 

la producción de biotensioactivos. Además, Martínez (2011) recomienda usar caldo 

nutritivo para producir buena cantidad de biotensioactivo. Sin embargo, para que la 

producción de este compuesto sea económicamente factible a nivel industrial se debe 

considerar el uso de materias primas de bajo costo. Bajo este contexto, se estableció un 

medio de cultivo de tipo mineral con glucosa y extracto de levadura como fuentes de 

carbono para llevar a cabo la experimentación, puesto que existe investigaciones que 

señalan que la naturaleza de los componentes del medio de cultivo juega un papel crucial 

sobre la producción de biotensioactivos (Syldatk & Wagner, 1987). Las condiciones de 

trabajo en cuanto a velocidad de agitación se refieren, así como las concentraciones de 

biomasa y biotensioactivo obtenidos se detallan en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Parámetros cinéticos obtenidos para cultivos celulares de Bacillus subtilis DS23 

bajo diferentes condiciones de agitación en un biorreactor de 5 litros  

Velocidad de 

agitación 

Caudal de 

aire (vvm) 

Biomasa máxima 

(g /L) 

Tensioactivo máximo 

(g/L) 

150 5 1.012 ± 0.305 6.446  

150 5 1.012 ± 0.314 6.361  

200 5 1.030 ± 0.315 7.434  

200 5 1.027± 0.313 7.294  

300 5 1.038 ± 0.282 9.694  

300 5 1.036 ± 0.289       9.689  

 

 

 

3.1.2 Crecimiento celular de Bacillus subtilis DS23 en el biorreactor 

 

Se realizó dos réplicas independientes para cada velocidad de agitación experimentada, 

para analizar los resultados obtenidos entre réplicas se sacó el promedio de los valores 

medidos con su respectiva desviación estándar (Tabla 7,8,9), esto con el fin de conocer 

que tan similares fueron las réplicas. Como se puede apreciar en la Figura 7 en general las 

réplicas son bastante similares, a excepción del segundo muestreo de 300 rpm que tiene 

una desviación estándar de 0.049 que es indicativo que se produjo un error experimental, 

ya sea en el momento de toma de muestra o en la lectura de la densidad óptica.  

 

Asimismo, las concentraciones (g/L) promedio de biomasa obtenidas durante la fase 

exponencial (las primeras 8 horas de cultivo) y la fase estacionaria (desde la 8 hora hasta 

las 24 horas de cultivo ) fueron 0.740 ± 0.305 (150 rpm, 5 vvm), 0.745 ± 0.314 (150 rpm, 

5 vvm), 0.787 ± 0.315 (200 rpm, 5 vvm), 0.788 ± 0.313 (200 rpm, 5 vvm), 0.887 ±0.282 

(300 rpm, 5 vvm), 0.882 ± 0.289 (300 rpm, 5 vvm). En la figura 7, también se evidencia 

que el crecimiento de Bacillus subtilis DS23 en biorreactor se dio desde el inicio del 
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cultivo tanto a 150, 200 y 300 rpm, logrando una concentración máxima de biomasa de 

1.038 g/L a 300 rpm a las 7 horas de cultivo como se reportó anteriormente en la Tabla 6.  

 

Tabla 7. Crecimiento de Bacillus subtilis DS23 a 150 rpm en biorreactor de 5 litros 

Tiempo [Biomasa]1 

g/L 

[Biomasa]2 

g/L 

Desviación 

Estándar 

Promedio 

[Biomasa] 

g/L 

0 0.100 0.100 0.000 0.100 

1 0.219 0.193 0.018 0.206 

2 0.347 0.315 0.023 0.331 

3 0.449 0.447 0.001 0.448 

4 0.567 0.562 0.004 0.564 

5 0.637 0.658 0.015 0.647 

6 0.701 0.734 0.023 0.718 

7 0.787 0.802 0.011 0.794 

8 0.838 0.869 0.022 0.854 

9 0.905 0.926 0.015 0.915 

10 0.957 0.984 0.019 0.971 

23 1.011 1.012 0.001 1.011 

24 1.012 1.012 0.000 1.012 

25 1.012 1.012 0.000 1.012 

26 1.012 1.012 0.000 1.012 

27 1.012 1.012 0.000 1.012 

28 1.012 1.012 0.000 1.012 

 

 

Tabla 8. Crecimiento de Bacillus subtilis DS23 a 200 rpm en biorreactor de 5 litros 

Tiempo 

(h) 

[Biomasa]1 

g/L 

[Biomasa]2 

g/L 

Desviación 

Estándar 

Promedio 

[Biomasa] 

g/L 

0 0.100 0.100 0.000 0.100 

1 0.232 0.241 0.007 0.237 

2 0.384 0.386 0.001 0.385 

3 0.489 0.493 0.003 0.491 

4 0.589 0.599 0.007 0.594 

5 0.697 0.689 0.006 0.693 
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6 0.789 0.797 0.006 0.793 

7 0.890 0.899 0.007 0.895 

8 0.982 0.986 0.003 0.984 

9 1.016 1.015 0.001 1.016 

10 1.030 1.027 0.001 1.028 

23 1.030 1.027 0.001 1.028 

24 1.030 1.027 0.001 1.028 

25 1.030 1.027 0.001 1.028 

26 1.030 1.027 0.001 1.028 

27 1.030 1.027 0.001 1.028 

28 1.030 1.027 0.001 1.028 

 

 

Tabla 9. Crecimiento de Bacillus subtilis DS23 a 300 rpm en biorreactor de 5 litros 

Tiempo [Biomasa]1 

g/L 

[Biomasa]2 

g/L 

Desviación 

Estándar 

Promedio 

[Biomasa] 

g/L 

0 0.100 0.100 0.000 0.100 

1 0.371 0.302 0.049 0.337 

2 0.566 0.564 0.001 0.565 

3 0.735 0.749 0.009 0.742 

4 0.891 0.885 0.004 0.888 

5 1.005 1.003 0.001 1.004 

6 1.034 1.032 0.001 1.033 

7 1.038 1.032 0.004 1.035 

8 1.038 1.036 0.001 1.037 

9 1.038 1.036 0.001 1.037 

10 1.038 1.036 0.001 1.037 

23 1.038 1.036 0.001 1.037 

24 1.038 1.036 0.001 1.037 

25 1.038 1.036 0.001 1.037 

26 1.038 1.036 0.001 1.037 

27 1.038 1.036 0.001 1.037 

28 1.038 1.036 0.001 1.037 
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Figura 7. Promedio de biomasa obtenida entre replicas durante el crecimiento de Bacillus 

subtilis DS23 en el biorreactor de 5 litros 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos en el análisis de varianza para la concentración 

de biomasa (Tabla 10), el Valor-p del factor velocidad de agitación fue superior a 0.05, lo 

que indica que no existe una diferencia estadísticamente significativa entre la media de 

concentración de biomasa entre un nivel de velocidad de agitación y otro, con un nivel de 

confianza del 95,0%, estos resultados se pueden corroborar con la Figura 8. 

Demostrándose que la velocidad de agitación tiene escasa influencia en la producción de 

biomasa.  

Tabla 10. ANOVA para Biomasa (g/L) por Velocidad de Agitación (rpm) 

Fuente Suma de 

Cuadrados 

Gl Cuadrado 

Medio 

Razón-F Valor-P 

Entre grupos 0.179693 2 0.0898466 0.98 0.3839 

Intra grupos 4.41575 48 0.0919949   

Total (Corr.) 4.59545 50    
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Figura 8. Prueba de Tukey para la biomasa producida por Bacillus subtilis DS23
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Mediante revisión bibliográfica se determinó que la velocidad de agitación y el caudal de 

aire suministrado al medio de cultivo tienen un efecto significativo sobre la concentración 

del biotensioactivo obtenido. En esta investigación los mejores resultados en cuanto a 

producción de biomasa y producción de biotensioactivo se refiere se obtuvieron a una 

velocidad de agitación de 300 rpm.  

 

Asimismo, Peña, Trujillo-Roldán, & Galindo (2000) reportaron cultivos de Bacillus 

subtilis a diferentes y altas velocidades de agitación, en donde, a 700 rpm, controlando la 

concentración de oxígeno disuelto de manera estricta se obtuvieron mayores velocidades 

de crecimiento que en cultivos a 300 rpm, pero con diferencia en el tamaño celular. Siendo 

más grandes las células crecidas a bajas velocidades de agitación. Además, que 

transcurridas varias horas de cultivo la viabilidad de Bacillus subtilis fue afectada a 

velocidades de agitación altas (Sahoo, Rao, Suresh, & Suraishkumar, 2004; Sahoo, 

Rao, & Suraishkumar, 2006). Sin embargo, los datos mencionados de dichas 

investigaciones no concordaron con los de esta investigación ya que se realizó una prueba 

piloto con Bacillus subtilis DS23 a 400 rpm, 30°C donde las bacterias murieron a las 3 

horas de cultivo debido al exceso de espuma que se produjo en el biorreactor.  

 

También es importante mencionar que un cultivo en biorreactor brinda la posibilidad de 

monitorear en línea parámetros como pH, temperatura, velocidad de agitación a la que se 

encuentra el caldo de cultivo, así como también a las condiciones que se desea trabajar. 

En esta investigación, el pH y la temperatura se mantuvieron constantes a lo largo de las 

experimentaciones. Es importante mencionar que debido a las velocidades de agitación y 

aireación a las que se trabajó se produjo bastante espuma que pudo afectar al proceso, pero 

para evitar esto es necesario la adición de agentes antiespumantes, Ochoa (1994) y Lloyd, 

Lodge, & Wynes (1974) en un estudio de fermentación sumergida de Bacillus subtilis 

usaron copolímeros de órgano-silicón (una parte de antiespumante por 20,000 partes de 

medio de cultivo) para la producción de alfa-amilasas, logrando un buen control de 
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espuma formada, así como también un incremento efectivo en la producción de alfa-

amilasas.  

 

De la misma forma, Lloyd, Lodge, & Wynes (1974) recomiendan usar una concentración 

de una parte de espumante de órgano-silicón por 4,000 partes de medio de cultivo. 

Mencionan también que este tipo de antiespumante no deja residuos oleosos en el medio 

de cultivo. En esta investigación se utilizó butilglicol en grado alimenticio (10%) por su 

capacidad de reducir la formación de espuma sin afectar negativamente al crecimiento 

celular (Masafumi, Keiko, & Masaharu, 2007). 

 

 

Del mismo modo, en la Figura 8 se observa que Bacillus subtilis DS23 a 300 rpm crece 

mucho más rápido que a 150 y 200 rpm. Esta aseveración puede ser comprobada con las 

velocidades de crecimiento que fueron calculadas tomando la fase exponencial de cada 

una de las curvas de crecimiento, obteniendo una velocidad de crecimiento de 0.196 h-1 a 

las 10 horas de cultivo a 150 rpm, 0.248 h-1 a las 8 horas de cultivo a 200 rpm y 0.516 h-1 

a las 7 horas de cultivo a 300 rpm. Esta diferencia puede deberse a la velocidad de 

transferencia de oxígeno (VTO), al mezclado y la aireación del biorreactor.  

 

Existen investigaciones con otras cepas de Bacillus en donde se ha evidenciado que la 

velocidad de transferencia de oxígeno (VTO) es utilizado como criterio de escalado. 

Potumarthi, Subhakar, & Jetty (2007) mencionan que un incremento de la VTO en un 

biorreactor favorece a la producción de proteasas en cultivos de Bacillus licheniformis 

NCIM-2042. Por otra parte, Fahim, y otros (2012) utilizaron una VTO de 21.39 kg O2 m
-

3d-1 para el escalado de un cultivo de Bacillus subtilis BBG21 y su producción de 

lipopéptidos. 
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3.1.2 Producción de biotensioactivo en el biorreactor 

Los resultados obtenidos para la concentración de biotensioactivo en las muestras tomadas 

cada cuatro horas durante el crecimiento de Bacillus subtilis DS23, considerando que 

durante la noche no se realizó ningún tipo de muestreo se presentan en las Tablas 11,12,13 

y para cada una de las velocidades de agitación experimentadas la Figura 9. Se esperaba 

que la producción se diera únicamente en la fase exponencial del crecimiento celular, sin 

embargo, se registró que en la fase estacionaria se seguía produciendo el biotensioactivo, 

pero en menor cantidad.  

 

 

Tabla 11. Producción de biotensioactivo a 150 rpm en biorreactor de 5 litros 

Tiempo 

(h) 

 

[Tensioactivo]1 [Tensioactivo]2 Desviación 

Estándar 

Promedio 

4 3.887 3.739 0.105 3.813 

8 6.446 6.361 0.060 6.404 

12 5.467 5.316 0.107 5.392 

16 5.144 5.061 0.059 5.103 

 

Tabla 12. Producción de biotensioactivo a 200 rpm en biorreactor de 5 litros 

Tiempo 

(h) 

[Tensioactivo]1 [Tensioactivo]2 Desviación 

Estándar 

Promedio 

4 4.209 4.135 0.052 4.172 

8 7.434 7.294 0.099 7.364 

12 6.974 6.805 0.120 6.890 

16 6.520 6.408 0.079 6.464 

 

Tabla 13. Producción de biotensioactivo a 300 rpm en biorreactor de 5 litros 

Tiempo 

(h) 

[Tensioactivo]1 [Tensioactivo]2 Desviación 

Estándar 

Promedio 

4 5.910 5.867 0.031 5.888 

8 9.694 9.689 0.004 9.691 

12 9.005 9.081 0.054 9.043 

16 8.543 8.548 0.004 8.546 
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Figura 9. Concentración de biotensioactivo en suspensiones celulares de Bacillus subtilis 

DS23 para diferentes velocidades de agitación en el biorreactor de 5 litros. 

 

De igual manera, de acuerdo con los resultados obtenidos en el análisis de varianza para 

la concentración de Biotensioactivo producido (Tabla 14), el valor-p del factor 

concentración de Biotensioactivo fue menor a 0,05, lo que indica que existe una diferencia 

estadísticamente significativa entre la media del biotensioactivo entre un nivel de 

velocidad de agitación y otro, con un nivel del 95% de confianza. Según Gutierrez (2012) 

una significancia diferente de cero indica que los factores que cumplen con este parámetro 

influyen significativamente sobre el proceso en análisis. 

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

9,00

10,00

11,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

[B
io

te
n

si
o

ac
ti

vo
] 

g/
L

Tiempo (horas)

150 rpm 200 rpm 300 rpm



 39   

 

 



 40   

 

Tabla 14. ANOVA para Biotensioactivo (g/L) por Velocidad de Agitación (rpm) 

 

En la gráfica de cajas y bigotes (Figura 11) se puede apreciar que existe diferencias 

significativas en la producción de biotensioactivo presentándose una asimetría negativa lo 

que es indicativo que la media es menor que la mediana.  Esto muy probablemente se 

debió a que el cultivo a 300 rpm tuvo una velocidad de crecimiento mayor y llego a la fase 

estacionaria antes que los cultivos a 200 y 150 rpm.  

 

Figura 10. Gráfica de Cajas y Bigotes de la concentración de Biotensioactivo 
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Intra grupos 17.7941 9 1.97712   
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En base a los resultados presentados en la Figura 9 se recomienda que en futuras 

investigaciones para la producción de biotensioactivo a partir de Bacillus subtilis DS23 se 

detenga el cultivo en el biorreactor cuando se obtenga la máxima cantidad de 

biotensioactivo que sería a las horas 8 de cultivo, dando la posibilidad que se inicie con 

un nuevo cultivo.  

 

3.1.1 Determinación de la velocidad máxima de transferencia de oxígeno y 

la velocidad máxima de consumo de oxígeno en el biorreactor 

 

Aprovechando la característica aerobia de Bacillus subtilis DS23 se consideró la 

evaluación de la VTOmax y qO2max como factores determinantes en la producción de 

biotensioactivos. Klockner y Buchs (2012) mencionan que procesos de cultivos aerobios 

en biorreactores de tanque agitado son muy utilizados y que en estos procesos la velocidad 

de transferencia de oxígeno se ve afectada por la agitación y suministro de gases. En 

algunas investigaciones se reportan como la transferencia de oxígeno aumenta el 

metabolismo y favorece al crecimiento de levaduras (Anderlei, Zang, Papaspyrou, & 

Buchs, 2004) y como en el caso de las bacterias la transferencia de oxígeno influye en el 

metabolismo y la producción de metabolitos (Schleputz, Gerhards, & Buchs, 2013). 

 

Para conocer el valor de oxígeno disuelto en el que se alcanzaría el 100% de saturación al 

trabajar con una temperatura de 30°C, 1 atm de presión atmosférica  se usó una calculadora 

de oxígeno disuelto online (Munson, y otros, 2004), al ingresar la temperatura, esta 

calculadora arrojo un valor de 7.55 mg/L de oxígeno disuelto valor en el cual se alcanzaría 

el 100% de saturación. Tras el corte del suministro de aire se dejó que CL disminuyera su 

concentración hasta al 80% de saturación de oxígeno disuelto correspondiente a un valor 

de 6.04 mg/L para evitar que se alcance una concentración crítica de oxígeno provocando 

que la velocidad de metabolismo se vuelva dependiente de CL.  
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En la Figura 10 se puede apreciar que solo fue necesario 12 minutos para que se lleve a 

cabo la desgasificación sin llegar a alterar las condiciones del cultivo, se llegó hasta un CL 

de 0.111 mmol O2/L (23.4%), inmediatamente se suministró nuevamente aire y tras cerca 

de 20 minutos se logró alcanzar casi las concentraciones de oxígeno disuelto de partida, 

logrando tener una gráfica característica del método dinámico de Humphrey, en donde los 

datos de la desgasificación sirvieron para calcular NA y  𝐾𝐿𝑎. 

 

 

 

 

Tras graficar los datos de la desgasificación se obtuvo una ecuación de la recta como se 

puede apreciar en la Figura 11, en donde la pendiente es igual a NA, con un valor de -

0.0311 mmolO2/L. Por otro lado, se graficó los datos que se obtuvo tras la gasificación 

(Figura 12) del medio con el fin de usar la ecuación de la recta resultante para calcular 

KLA. A la ecuación obtenida se la derivo y el resultado de la derivación sirvió para obtener 

datos de dCL/dt que graficados con los CL obtenidos tras la gasificación permitieron 

obtener una gráfica (Figura 13) cuya ecuación de la recta presenta una pendiente igual a -

1/KLA, por despeje se obtuvo el valor de KLA igual a 0.002 h-1.  
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Figura 11.  Datos para el cálculo de la velocidad de consumo de oxígeno (NA) tras la 

desgasificación al medio de cultivo de Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor de 5 litros  

 

 

Figura 12.  Gasificación del medio de cultivo de Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor 

de 5 litros 
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Figura 13. Datos para el cálculo del coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno 

(KLA) en el cultivo de Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor de 5 litros  

 

Por la ley de Henry se determinó la concentración saturada de oxígeno durante el 

equilibrio, con una constante de Henry igual a 8.05 x 10-4 atm mol-1 de O2 mol-1 de agua 

(Doran, 1995). Además, considerando que la concentración media de oxígeno en el aire 

es 0.21%, la concentración saturada de oxígeno en el equilibrio en el medio de cultivo 

sería igual a 0.0503mmol/L a presión atmosférica. 

 

Una vez que se determinado NA, KLA y C* se procedió a calcular las VTO, en la Figura 14 

se puede apreciar como este parámetro va aumentando de forma significativa hasta llegar 

a un valor máximo de 0.076 mmol O2/L*h siendo este valor la VTOmax que puede llegar a 

alcanzar en la fase estacionaria el cultivo a las condiciones de trabajo establecidas, muy 

probablemente se alcanzó este valor en la fase estacionaria debido a que las células perdían 

ya su viabilidad y buscaban una manera de mantenerse vivas, además que la velocidad de 

transferencia de oxígeno se pudo ver afectada por las condiciones de agitación, aireación 

así como también las condiciones del caldo de cultivo. (Moreno & Chávez, 2016). Por 

otro lado, tomando en cuenta los factores que afectan a la velocidad de transferencia de 
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obtenidos a 300 rpm, por lo que se hubiese podido demostrar si la agitación tiene alguna 

influencia en las variables de estudio.  

 

 

Figura 14. Comportamiento de la VTO durante el cultivo de Bacillus subtilis DS23 en un 

biorreactor de 5 litros 

 

Con respecto a la velocidad especifica de consumo de oxígeno en la Figura 15 se aprecia 

como el consumo de oxígeno cayo drásticamente con el transcurso del tiempo de cultivo, 

consiguiendo una qO2max igual a 0.312 h-1, los valores obtenidos pudieron deberse a una 

disminución del metabolismo aerobio celular, lo cual pudo asociarse a la falta de 

nutrientes en el medio, o quizá a la perdida de la viabilidad celular a la velocidad de 

agitación trabajada (Bedoya & Hoyos, 2010). Resultados similares se han obtenido para 

otros tipos de cultivos (Thanh, Murthy, Yu, .J, & Paek, 2006; Huang, Shen, & Chan, 

2002).  
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Figura 15. Comportamiento de O2 durante el cultivo de Bacillus subtilis DS23 en un 

biorreactor de 5 litros 

 

Es importante mencionar que a pesar de que el método dinámico de Humphrey permite 

realizar una determinación in situ, es rápido ya que solo se requiere un electrodo de 

oxígeno, los resultados de esta investigación pudieron verse afectados por el tiempo de 

respuesta del electrodo.   
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CAPITULO V 

 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

4.1 Conclusiones 

Se determinó la velocidad máxima de transferencia de oxígeno (VTOmax) y la 

velocidad especifica máxima de consumo de oxígeno (qO2max) en un cultivos por lote 

de Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor lo cual resulto tener gran impacto para el 

adecuado desarrollo del microorganismo, así como también en la producción del 

producto de interés. 

 

Se evaluó el efecto de la velocidad de agitación sobre la producción de biomasa y 

biotensioactivo en cultivos de Bacillus subtilis DS23 a nivel de biorreactor, se observó 

que mientras aumentaba la velocidad de agitación mayor era la producción de 

biotensioactivo, en el caso de la biomasa también mejoro en tiempo el crecimiento a 

pesar de que estaba al límite de verse afectada por la fuerza de cizalla.  

 

Se caracterizó la producción del tensioactivo microbiano a 150, 200, 300 rpm en un 

cultivos por lote de la bacteria Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor, obteniendo la 

mejor producción a 300 rpm con una cantidad de 9.689 g/L. 

 

Se determinó la VTOmax y la qO2max de un cultivos por lote de la bacteria Bacillus 

subtilis DS23 en un biorreactor a 300 rpm obteniéndose valores de 0.079 mmol O2/h 

y 0.312 h-1 respectivamente, estos valores son bajos y atractivos desde el punto de 

vista industrial.  
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4.2 Recomendaciones 

 

 Eliminar el extracto de levadura del medio mineral con el fin de incrementar la 

producción de biotensioactivo como se menciona en la literatura. 

 

 Evaluar nuevas fuentes de carbono de bajo costo para la producción de 

biotensioactivos a escala industrial de tal forma que se reduzcan costos de 

producción para que su utilización sea competitiva comparada con los 

tensioactivos químicos.  

 

 Purificar y caracterizar el biotensioactivo producido por Bacillus subtilis DS23. 

 

 Establecer nuevas condiciones para el proceso de cultivo en biorreactor que 

permitan optimizar y potenciar la producción de tensioactivo. 

 

 Considerar el uso de agentes antiespumantes que desintegren de mejor manera la 

espuma producida.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Características del biorreactor 

Unidad de 

control 

 Panel de control 

 Interfaz táctil a color de 10.4” (Resolución: 800 

x 600 píxeles) 

 

 Puerto de 

comunicación 

Control remoto a través de conexión Ethernet 

 Exportación de datos a través de puerto USB 

Dimensión 
Anchura x profundidad = 15.75" x 23.62" 

(400mm x 600mm); Altura: 29.14" (740mm) 

Weight Approx. 88.18lb (40kg)   

Voltaje nominal  110V~/220V~; 50/60 Hz, 10ª 

Aireación 

 Rociador Orificio 

 Deflectores 
Deflectores extraíbles de acero inoxidable de 

316L 

Temperatura 

Calefacción 

 Sistema de termostato: intercambiador de calor 

integrado (calefactor de 550W, bomba de 

circulación de agua) 

 Sistema de calefacción seca (manta calentadora o 

unidad de base calentadora) 

Enfriamiento  Válvula de serpentín de enfriamiento 

 Sonda  Sondas RTD PT100 de platino, no autoclavable 

Agitación 

 Rango de velocidad 

Para líneas de células extremadamente sensibles a 

la fuerza de cizallamiento: 30-300 rpm 

Para fermentación y el cultivo de células: 30 - 

1800 rpm  

 Resolución  1rpm 

Modo de control  Control manual o programable de 15 pasos PID 
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pH 

 Rango  2 - 12pH 

 Resolución  0.01pH 

 Sonda Electrodo relleno de Gel, autoclavable 

Modo de control Control manual/ /programable de 15 pasos PID  

OD 

  

 Rango  0 - 100% 

 Resolución  0.10% 

 Sonda  Sensor polarográfico de OD; autoclavable 

Espuma / 

nivel 
 Sonda 

Protector de acero inoxidable de 316L con tubo 

de teflón, autoclavable, control de sensibilidad 

ajustable 

Bomba 

peristáltica 

Número de bombas  4 bombas incorporadas 

Tipo de motor 
Motor paso a paso preciso, con velocidad mínima 

de 1 rpm 

 Rango de velocidad  0 a 65 rpm 

 Resolución  1 rpm 

 Modo de control 

Control de alimentación de 15 pasos manual o 

programable; la bomba puede ser asignada para 

ácido, base, antiespumante, y/o sustrato; la bomba 

puede calcular el caudal y el volumen total 

Fuente: (Major Science, 2015) 

 

Anexo 2. Características del sistema 

Controlador 

Controlador de sistema de calefacción doble 

Rotámetro incorporado 

4X cabezales de bombas incorporadas 

Recipiente 

Recipiente incluye cuerpo de vidrio, placa de cabeza, barra de manejo T, 2 

adaptadores para las sondas 

Deflector y condensador ensamblados 

 



 63   

 

Volumen de trabajo: 7 L - Volumen total: 9.3 L 

 Fuente: (Major Science, 2015) 

Anexo 3. Requisitos de uso 

Fuente de 

energía 

100-120V / 210-230V, 50-60Hz con interruptor de seguridad de corte de 

electricidad 

Fuente de agua 10 psig (0.69 barg), 14.5 psig (1 barg) máximo; (El agua suministrada al 

fermentador debe ser suavizada y al menos 15 ° C por debajo de la 

temperatura de funcionamiento) 

Fuente de aire 10 psig (0.69 barg), 29.0 psig (2 barg) máximo; el aire debe ser seco, libre 

de aceite y filtrado. 

Esterilización Autoclave; el tamaño de la cámara interior del autoclave debe ser capaz 

de acomodar el recipiente con el condensador adjunto. 

Fuente: (Major Science, 2015) 

 

Anexo 4. Crecimiento de Bacillus subtilis DS23 en el biorreactor 
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Anexo 5. Medio mineral para preparar el inóculo de Bacillus subtilis DS23 

 

 

 

Anexo 6. Recuperación del biotensioactivo producido por Bacillus subtilis DS23 por 

Liofilización 
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Anexo 7. Biotensioactivo seco producido por Bacillus subtilis DS23 

 


