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La producción de microorganismos tiene una gran importancia en el hombre moderno por
ser esta la solución a grandes problemas como los son: la alimentación, la salud, lá recupe-
ración y preservación de ecosistemas y el desarrollo de ¡ndustrias no contaminantes.

En el manejo integrado de plagas es necesario tener metodologias que permitan la produc-
ción de microorganismos, ya que se conocen alrededor de 100.000 especies de
microorganismos, de las cuales aproximadamente 1.500 se sabe que actúan como
entomopatógenos. Estas metodologías de producción de microorganismos requieren los
conocimientos de varias ciencias: la biología, la bioquímica y la ingenieria química.

El diseño de un proceso biológico, asociado a una estrategia de manejo integrado de
plagas, t¡ene como partes fundamentales: conocer la información biológica del mi-
croorganismo referente a su metabolismo, conocer su actividad biocontroladora, dise-
ño del medio de cult ivo, diseño de los equipos ut i l izados en el crecimiento, la selección
de la técnica de producción mediante fermentación y el conocimiento de la cinét¡ca de
crecimiento.

La información biológica fundamental t¡ene que ver con los procesos de producción de ener-
gía (rutas metabólicas)y de resprración y las condiciones óptimas de crecimiento para poder
identificar el requerimiento de nutr¡mentos como: fuente de carbono, fuente de nitrógeno,
m¡nerales y requerimientos de nutrjmentos específicos.

Cuando un microorganismo se introduce en un medio de cultivo, su actividad está relaciona-
da con sus caracterÍsticas fisiológicas y con las condiciones medioamb¡entales que se le
provean. Esta act¡vidad puede expresarse de tres maneras, ligadas la una a la otra:

I . Reacciones de síntesis de biomasa (crecimiento): El sustrato carbonado es utilizado como
material de construcción y generalmente como fuente de energía, describiéndose por la
siguiente ecuación:

Sustrato carbonado

Oxígeno biomasa + COr+ H2O

Sustratos minerales

Reacciones de bioconversión y de síntesis de productos: En muchos casos los
microorganismos producen nuevos metabolitos o transforman las moléculas que se intro-
ducen en el medio de cultivo, mediante Ia ecuación:

Sustrato + microorganismo .-----+- producto

Las reacciones de mantenimiento: Las reacciones que no conducen a la formación de
biomasa o a la producción de metabolitos, se denominan reacciones de mantenim¡ento,

J .
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éstas en general, consisten en la oxidación total de los sustratos y pueden escribirse de

acuerdo a la siguiente reacción:

Sustrato carbonado + Oxigeno --> CO, +¡rg

La ecuación química sigu¡ente representa el balance de crecimiento de un microorganismo,

en el caso de'una ferméntación o producción de biomasa, cuando ésta es el único producto

formado:

aC"O,H*N, + bOz+ dNH¡ -> e C,O,HyN" + gCO2+ hHrO

Diferentes fórmulas brutas para la biomasa han sido propuestas, pero en Ia mayoría de los

casos, la composición en carbono de un microorganismo, es cercana a un 50% y la compo-

.úiOn'.n nitrógeno es aproximadamente de 9%. El sustrato carbonado juega dos papeles

en el oroceso de crecimiento, el primero consiste en dar la energía necesaria para la sÍntes¡s

de esiructuras y mantenimiento celular bajo la forma de ATP. En segundo lugar, el sustrato

sirve para la edificación de constituyentes celulares, en el cual se calcula el coeficiente de

conversión del sustrato en biomasa Yx/s (cantidad de biomasa en gramos formada a part¡r

de 1 gramo de sustrato), que para sustratos glucídicos es igual a 0 5'

En cuanto a su actividad biocontroladora se debe conocer la habilidad que tiene el microor-

ganismo para colonizar determinado ambiente (suelo, plantas, etc ), su capacidad para pro-

üucir compuestos que son favorecedores o inhibitorias a otros microorganismos colonizado-

res y su capacidad para ¡nfectar insectos o producir toxinas letales para ellos' Para le_al¡zar

ta pioduccibn masiva de un microorganismo con propósitos de biocontrol, se debe definir si

los propágulos que se requieren pértenecen a la fase vegetativa o reproductiva d.e éste,

teniendo en cuenta su modo de acción. Para el caso de bacter¡as no esporulantes y levadu-

ras, en general, se utilizan células vegetativas, mientras que para bacterias esporulantes
p.e¡. Baóittus sphaericusse utilizan esporas; si el microorganismo es esporulante y produc-

ior'de cristales p.ej. Baciltus thur¡ngiensis, se utilizan ambas estructuras' Con relac¡ón a la

mayoría de hongos entomopatógenos y antagonistas, se utilizan esporas, dado que a éstas

se ies ha atribuido un rol primario en el proceso de infección del hospedero, excepto en el

caso de oomycetes y Zygomycetes, para los que se utilizan zoosporas o balistosporas res-

Dectivamente.

Para diseñar un medio de cultivo adecuado a un microorganismo en part¡cular, es necesario

conocer su fisiología y sus requerimientos nutricionales y fisicos, dado que éstos varían de

acuerdo a las espéciés. En términos generales la producción de b¡omasa microbiana es un
proceso autocatálítico, el cual depende de cada microorganismo individualy de las condicio-

nes fisicoouim¡cas del cultivo. El diseño del medio de cultivo es uno de los más importantes

factores, ya que el medio no sólo debe sat¡sfacer los requerimientos nutricionales y ambien-

tales det microorganismo, sino también las condiciones técnicas y económicas del proceso'

con el obleto de minimizar costos de separación y purif¡cación y obtener un producto de

máxima calidad y mínimo costo posible. El punto de partida hacia la determinación de los

requerimientos nutrimentales y ambientales es la estequiometr ía sobre crecimiento y forma-

ción de producto. Los requerimientos mínimos de un nutr imento son calculados
estequiométricamente.

El diseño preliminar de un med¡o de cult¡vo se hace conociendo la formula empírica de la

bacteria y ia concentración celular deseada (g 
"ér,r""."""" 

/ litro). Luego se selecciona la.fuente

de nutrimento para cada elemento que compone la bacteria y con base a la concentración

celUlar deseada se calcula las cantidades de cada nutrimento. La necesidad de una sustan-

cia nutritiva de interés se evalúa experimentalmente mediante una serie de fermentaciones
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por lotes, en las cuales ese compuesto se suministra en cantidades limitadas, mientras los
otros nutrientes son suministrados en exceso. A medida gue aumenta la concentración de la
sustanc¡a nutrit¡va, esta se hace disponible en exceso y alguna otra se vuelve limitativa del
crec¡m¡ento. En medio líquido, dependiendo del microorganismo, se pueden obtener estruc-
turas unicelulares o pluricelulares que pueden formar agregados.

Adicionalmente, los microorganismos pueden producir exopolisacáridos o sustancias visco-
sas que afectan las características reológicas del medio de cultivo y la transferencia de
masa (específicamente la transferencia gaseosa, y la interfase gas - líquido). La reología del
medio del cultivo se expresa en términos de estrés de cizalla (r). En medios de cultivo con
consistencia parecida a la del agua, r incrementa a la rata de cizalla. Los fluidos en que la
viscosidad permanece constante, se denominan fluidos Newtonianos.

La mayoría de cultivos de bacterias y levaduras presentan este comportam¡ento. Contraria-
mente, los hongos que crecen como largas hifas o que producen exopolisacáridos, presen-
tan un comportamiento pseudoplástico. La transferencia de oxígeno en los medios de culti-
vo, está influenciada por la reología de éste, la transferencia de oxígeno disminuye cuando
incrementa la viscosidad. El oxígeno es usualmente un factor crucial debido a su baja
solubi l idad (7 a 8 mil¡gramos por l i t ro); esta cantidad sólo es suficiente para los
microorgan¡smos durante algunas decenas de segundo, haciendo necesario airear conti-
nuamente el med¡o de cultivo, de acuerdo a las necesidades de oxígeno de cada microorga-
nismo. Opuesto a esto, la fuente de carbono contenida en el medio de cultivo en una con-
centración del 3%, perm¡te la producc¡ón de 15 gramos por litro de biomasa en varias horas.
Es necesario tener en cuenta que la demanda máxima de oxígeno en un cultivo se sitúa al
final de la fase exponencial. En primera instancia, la limitación de oxígeno, sólo se produce
cuando la transferencia de este es inferior a la demanda. De otra parte, la concentración de
oxigeno disuelto en el medio, varía a través del tiempo, siendo mínima al final de la fase
exponenc¡al. Además, la demanda de oxígeno por unidad de masa de microorganismo per-
manece constante durante la fase exponencial. Sin embargo, es posible que la transferencia
de gas decrezca durante el crecimiento microbiano debido a la interfase gaslíquido causa-
da por Ia presencia de microorganismos, o a metabolitos excretados. La optimización de un
medio de cultivo es compleja debido a la gran cantidad de variables involucradas y se realiza
mediante procedimientos estadísticos.

Los equipos util¡zados usualmente en la producción de microorganismos se denominan
biorreactores, los cuales deben verificar una serie de parámetros de importancia industrial
como son: la temperatura, pH, oxigenación, mezclado y apepsia. Para ello deben estar cons-
tituidos principalmente por un tanque que contiene el medio de cultivo con controladores de:
temperatura, aireación, oxígeno disuelto, agitación, espuma, nivel del medio, entre otros.

Los microorganismos se han producido mediante dos técnicas fundamentales: fermentación
semisól¡da y fermentación sumergida. La mayoria de bacterias y de hongos pueden ser
producidos masivamente, tanto en medio de cultivo líquido como semisólido. Sin embargo,
para hongos, son pocos los reportes que existen en la literatura sobre la producción de
conid¡os en medio líquido. La mayoría de veces, se producen blastosporas, que aunque
pueden actuar efic¡entemente como unidades infectivas, en general, tienen una vida más
corta que las de las conidias.

En una fermentación semisólida tradicional, el microorgan¡smo se cultiva en una solución
con nutrimentos líquidos absorbidos en pequeñas partículas de un acaneador sólido. Esto
permite un área interfacial líquido-aire muy alta. Algunos de los acarreadores más común-
mente utilizados son: salvado de trigo, maíz molido, cacahuete picado, alfatfa, arroz, semilla
de algodón y cascarillas de ar¡oz y de avena. Estos componentes frecuentemente aportan
nutrimentos, fundamentalmente una fuente de carbono. También se deben agregar aditivos
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inorgánicos inertes, para prevenir la formación de grumos muy grandes o la compactación
del lecho formado por el material sólido, así como para facilitar las posteriores operaciones
de molienda. con este fln se han empleado perlita, obsidiana molida, vermiculita, piedra

pómez, cenizas volcánicas y tierra de diatomeas calcinada. Este método tiene las siguientes
ventajas sobre la fermentación sumergida: el proceso es barato debido a que no requiere de

equipb sofisticado, ni un control riguroso; además algunos procesos de fermentaclón sumer-
giáa'no se llevan a cabo en condiciones de esterilidad, por lo tanto no requiere aire estéril y

Iesulta muy barato comparativamente a otros métodos de fermentación, en costos de opera-

ción; el minejo de la feimentación es relativamente sencillo, una vez que se encuentran los
parámetros adecuados de ajuste de mezcla antes del inicio de la fermentación; la obtención

iel producto final requiere solamente las operaciones de secado y molienda de la mezcla y

adicionar algunos aditivos. Las desventaias del método son las siguientes: el proceso no

perm¡te la obtención de un producto con cal¡dad constante; el proceso no permite el uso de

tontroles adecuados de las condiciones de operación (oxígeno transferido, temperatura y

pH); los rend¡mientos son relativamente bajos comparados con la fermentación sumergida.

La producción de microorganismos se realiza también por fermentación sumergida y es el

método ampliamente usado para la producciÓn de bioinsecticidas. La fermentación sumergi-

da de microorganismos se ha intentado a nivel de laboratorio y de planta piloto, básicamente
por tres métoáos: por fermentación en lote, fermentación en lote alimentado y en cultivo

continuo.

La alternativa más usada es la fermentaciÓn por lote. Esto se debe a las siguientes
ventajas: la fermentac¡ón es senc¡l la desde el punto de vista de la operación del

fermehtador: se esteriliza y carga el fermentador, después se hace la fermentación y

posteriofmente se descarga el equipo, realizándose todo de una manera consecullva;
es factible esterilizar en el mismo fermentador y utilizaf este mismo como tanque de

sostenimiento de mosto con producto, mientfas este se procesa, lo que disminuye el

número de equipos totales necesario si el programa de producción no es muy ajustado y

lo oermite. La fefmentación sumergida por lote es sencilla desde el punto de vista de la

operación del fermentador: se esteriliza y se carga el fermentador, se hace la fermenta-
ción y posteriormente se descarga el equipo. Es posible esterilizar el medio de cultivo en
el própio fermentador y utilizar este mismo como tanque de sostenimiento de caldo de

cuit¡vo con producto mientras éste se procesa. Esto disminuye el número de equipos
necesarios, si no se t¡ene un programa de producción muy aiustado. El control del proce-

so es simple ya que se fijan al inicio de la fermentación la composición del caldo y del
pH; se mantiénen constantes la temperatura, agitación y al¡mentación de oxíg_eno. El

iiempo de fermentación se f¡ja hasta alcanzar la concentración celular deseada' En caso
de pioblemas como contaminaciones, fallas en el control del proceso, aparición de lisis
celúlar o eventual pérdida de la estabi l idad genética, se l imitan a un solo lote, lo que

permite su corrección para el siguiente lote. En la fermentación sumergida por lote es
posible efectuar fermentaciones utilizando una cepa diferente para cada lote, El escala-
m¡ento del proceso es simple y se ha sugerido que el meior criterio de escalamiento es
mantener constante la razón de transferencia de oxígeno (OTR).

El cultivo por lote presenta varias desventajas. Es menos productivo cuando se compara
con los otros métodos sobre la base del volumen de mosto empleado y al tiempo de fermen-
tación. Esto se debe a que Se alcanzan Concentrac¡ones celulares menores que con el lote
alimentado y además, un porcentaje grande del tiernpo de fermentación se pierde en la fase
lag y en el inic¡o del crecimiento logarítmico. sólo en las últimas horas de fermentación se
proáuce la mayoría de la biomasa. Se requiere habilidad de operación para obtener calida-
bes iguales de lote a lote de producción, a veces empleando el procedimiento de modificar
las cóndiciones de operación para cada lote, que deben seleccionarse sobre la marcha
dependiendo de como se comporta la fermentaciÓn. Las escalas de producción grandes
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requieren fermentadores y equipos de almacenamiento con volúmenes mayores que los
empleados para un cultivo cont¡nuo.

La técn¡ca de fermentación por lote alimentado consiste en un sistema fermentativo oue es
fundamentalmente un cultivo por lote, en el que la fase de crecimiento logarítmico se prolon-
ga con el procedimiento de agregar medio de cultivo fresco y concentrado al tanque cuando
la fermentación ha alcanzado esta fase, retrasando con ello la llegada de la fase de
desaceleración del crecimiento. Por esta técnica se obtienen concentrac¡ones celulares y
productividades mayores a las del cultivo por lote. Lo primero debido a que se permite un
crec¡m¡ento adicional con un menor incremento de volumen y lo segundo por que una por-
ción mucho mayor del tiempo de fermentación se emplea en la producción de biomasa.
También se minimizan los efectos de inhibición por sustrato. Mediante el cultivo por lote
al¡mentado se puede tener problemas de efectos de inhibición del crecimiento, ya sea por
concentración de metabol¡tos excretados al medio o por inhibición por sustrato, si la alimen-
tación no se hace al régimen adecuado. Requiere, además, la determinación más exacta oe
cuáles son los nutr¡mentos limitantes que se van adicionar para controlar el crecimiento,
sobre todo si el método de alimentación no conlleva a un control oor retroalimentación. En
este caso, se necesitarÍa contar con los parámetros muy bien determinados de la velocidad
máxima especifica de crecimiento (¡r,n""), el rendimiento celular con base en sustrato (Yx/s)y
la constante de utilización del sustrato (Ks).

Se requiere determinar cual debe ser el método de alimentación de los nutrimentos selecclo-
nados. Si el método de fermentación no tiene control por retroalimentación, se debe desa-
rrollar un modelo que prediga el crecimiento y proponga el método de alimentación a seguir
(Alimentación l¡neal o a velocidad constante, alimentación ¡ntermitente o por pulsos, alimen-
tación con ¡ncremento de velocidad exponencial, etc.)

También es necesario el uso de métodos y equipos sofisticados de control del proceso y de
la adición del nutrimento lim¡tante, sobre todo si el control es por retroalimentación.

La fermentac¡ón mediante cult ivo continuo es otra técnica ut i l izada para producir
microorgan¡smos, donde se al¡menta medio fresco y se retira producto simultáneamente.
Con esta técnica es pos¡ble tener un control de la velocidad de crecimiento del microorganis-
mo y al menos teóricamente esta velocidad puede mantenerse por un tiempo indefinido. En
el ¡nterior del fermentador, tanto la concentración celular como las condiciones de opefación
pueden mantenerse constantes y dependen de la velocidad de di lución, que puede
manipularse con facilidad. Esto permite una investigación más adecuada de la respuesta
fisiológica del microorganismo a cambios ambientales, ya que éstos pueden fijarse con bas-
tante exactitud. De manera similar, permite una determinación más precisa de las constan-
tes cinéticas. Se necesitan equipos comparativamente más pequeños para emplearse en
escalas de producción bastante mayores que con respecto a los otros métodos menciona-
dos. Utilizando esta técnica, el periodo prolongado de operación con inyección continua de
nutrimentos y de aire, que requieren estar estériles, producen mayores posibilidades de
contam¡nación. Si aparecen problemas de concentración celular en espumas, agregación
de células o depósito en las paredes de acumulaciones celulares la fermentación puede
desestabilizarse, llegándose a un eventual lavado del recipiente.

En fermentaciones que presenten etapa de esporulación, se pueden presentar asincronías
en la esporulación, dependiendo de la veloc¡dad de dilución, obteniéndose así, medios en
los que la bacteria se encuentra en toda una variedad de estados fisiológicos distintos. Esto
conlleva a la necesidad de emplear cultivos continuos que contemplan varias etapas, de las
cuales, por lo menos una sirve para el crecimiento vegetativo y otra para la esporulación.
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Cuando se producen microorganismos en medio líquido, en cada fermentación, las cantida-

des de sustrato a ser apl¡cadas al fermentador deber ser determinadas mediante reacciones
esteouiométricaS. LaS ecuaCiones que relacionan el balance de cada Componente en la

composición de un microorganismo y el crecimiento esperado de éste cuando se cultiva en
un sustrato particular, se utiiizan para calcular los diferentes coeficientes estequiométricos y
para estimar los mínimos requerimientos de sustrato en una fermentación dada. Esta ecua-
ción deberá variar para cada microorganismo. Una vez definidos los requerimientos de éSte,
la cinética de crecimiento deberá ser estudiada en el medio de cultivo elegido. Cuando el

microorganismo crece a un determinado intervalo de tiempo (dt), la biomasa incrementa a

un valo¡dx, proporcional a la cantidad de microorganismo presente (X) y la magnitud de dt.

¿ ¡= ¡ rXd t  (1 )

La rata de crecimiento específica, es la medida básica de todas las fermentaciones. Cuando

Lr es constante, la integración de la ecuación 1 daría:

In X = Xo+ Ft (Xo= 6¡ot".a inicial) (2)

El tiempo en que la biomasa se duplica (tg) es calculado a partir de la ecuación 2, teniendo
en cuenta que x = 2xo. otro parámetro importante del crecim¡ento, dependiente del sustrato
s es el rendimiento en biomasa Y = dXds. Los cocientes metabólicos son:

^-1ds=s' - x  d t  Y

Cuando un microorganismo es producido en fermentador, mediante cultivos por lote (batch),
su curva de crecimiento estaría dividida en las siguientes seis etapas: Fase de latencia, fase
de aceleración, fase exponencial, fase de desaceleración, fase estacionaria y fase de
decadencia. Cuando el sustrato es el factor limitante, la ecuación de Monod es la más utilizada.

S
l. - r. m:-

K x + S

p, = p (máxima rata de crecimiento específico, k" = constante de saturación).

Los cultivos continuos, permiten la producción continua de microorganismos mediante la
adíción controlada de medio de cultivo. En este caso, el incremento de la biomasa, el cual es
igual al crecimiento en la cuba de fermentación, menos la salida de un determinado volumen
de caldo de fermentación.

(3)

. P¡oducción M¿siva de Mictoorganismos Biocorrlrutadores '

V dX = Qo Xo i{ + p x dtV - kD XV dt - Q- X dt (4)
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V = volumen de la cuba; Q = rata de flujo de caldo de cultivo a la entrada (eo), y a la salida
(Q") del fermentador; Xo = biomasa a la entrada; ko = rata de mortalidad.

La rata de transferencia de oxígeno dsorse caracteriza por el coeficiente de transferencia
gaseosa KL", definido por la siguiente ecuación:

, _a (Soz* -Soz )

KL = resistencia específica del oxígeno a la difusión; a = á¡ea interfacial específ¡ca; Sor* =
máx¡ma concentración de oxígeno; Soz = saaaaa,trción real de oxígeno,

Los bio¡nsect¡cidas que se fabrican hasta el momento son mezclas de microorganismos y de
los residuos de la fermentación, más los componentes que se agregan para fac¡litar su
aplicación en campo. Debido a esto, no existe una necesidad imperiosa de obtener un producto
con altos niveles de pureza, como puede ocurrircon otros productos biotecnológicos (aditivos
alimenticios y productos farmacéuticos, entre otros). Sin embargo, debido a que las
concentraciones microorganismos en el caldo de cultivo alfinal de la fermentación son bajas,
es necesario llevar a cabo un proceso de separación dirig¡do fundamentalmente a incrementar
la concentración hasta los valores del producto ut¡lizable para las formulaciones.

La separaciÓn de la bacteria puede hacerse utilizando técnicas como: floculación, filtración y
centrifugación. La floculación en general puede lograrse con adición de sales inorgánicas
que afectan la fuerza iónica del medio y las cargas eléctricas de las partículas, solventes
orgánicos que secuestran a la molécula del solvente, polímeros de alto peso molecular que
pueden formar redes moleculares y cambios de pH que acercan las particulas a su punto
isoeléctrico. Este método presenta las siguientes desventajas: largos tiempos de operación
con baio rendimiento (65% de volumen original se separa como sobrenadante en 4g horas);
poca capacidad de empaquelamiento delflóculo; flóculos que se resuspenden con facilidad.
Estos inconvenientes provocan riesgos de contaminación por el largo t¡empo de operación.

La filtración se ha realizado utilizando filtros de marcos y platos (filkos prensa), con diferentes
ayudas filtrantes. Las pastas separadas por este medio contienen no sólo los microorganismos
y sólidos residuales de la fermentación, sino también el filtro empleado, lo que puede
considerarse como un inconveniente. Las pastas o tortas resultantes son secadas en
secadores de bandeja y se combinan con d¡luyentes inertes y se formulan.

En la operación de centr¡fugación se emplean, industrialmente, centrífugas de flujo continuo,
de alta velocidad, normalmente diseñadas para separar biomasas de sus caldos de
fermentación. En algunos casos se utilizan centrifugas de discos, con boquillas o con descarga
intermitente.

El método de flotación se utiliza para obtener por separado microorganismos y esporas de
microorganismos mediante la formación de espumas, aprovechando el diferente
comportamiento tensoactivo de ambos comoonentes.

El secado de los productos depende del método de separación, frecuentemente las pastas
obten¡das por filtración se secan en secadores de bandeja de circulación fozada con aire
caliente o al vacío y con temperaturas entre 40 a 50oC. Si se emplea una centrifugación
como primera etapa de separación, los concentrados resultantes pueden someterse a una
formulación previa y después se secan en secadores por aspersión a 175 oC de temperatura

(5)dSo,= K
dt
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de entrada del aire y 90-100 oC de temperatura de sal¡da. A pesar de la elevada temperatura'
este método es muy utilizado debido a que la rapidez del proceso conserva adecuadamente
la viabilidad de muchos microorganismos. lgualmente, el secado se realiza en secadores de
lecho fluido en los que, además del efecto del secado por asperslón, se presenta oko efecto
de secado debido al aire caliente que circula en contracorriente con respecto al flujo de

aspersión formando así un lecho de aire en el que las partículas se mueven constantemente.
Esie tipo de secado t¡ene la venta¡a de ser muy rápido y las temperaturas de secado son
menores que las del secado por aspersión.
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