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RESUMEN

Bacillus subtilis 83 es una bacteria generadora de esporas, que presenta actividad
antagonista comprobada contra hongos patégenos en cultivos de mango. El desarrollo
de un agente de control biolégico a base de esporas generadas por este
microorganismo es una alternativa promisoria en biotecnologia, para reemplazar a los
fungicidas quimicos tradicionales. La obtencibn de un proceso de produccion
competitivo y econdmicamente rentable es indispensable para dar introduccion en el
mercado de este producto. La produccion de esporas de Bacillus subtilis se lleva a cabo
actualmente en cultivos en lote y lote alimentado, estos Ultimos son preferidos debido a
gue se pueden alcanzar mayores densidades celulares. En este trabajo se estudiaron
los requerimientos nutricionales y el comportamiento fisioldgico de la bacteria durante el
crecimiento vegetativo y esporulacion en un medio mineral suplementado con glucosa.
La estrategia a seguir fue seleccionar las variables de proceso en cultivos en lote
(concentraciéon inicial de fuente de carbono, tension de oxigeno disuelto) que
permitieran alcanzar las mayores concentraciones de células vegetativas y utilizar este
escenario como punto de partida del lote alimentado, donde se estudiaria la influencia
de los perfiles y flujos de alimentacién en el crecimiento de la cepa y posterior
esporulacién. Siguiendo esta metodologia fue posible desarrollar un proceso de alta
densidad celular donde se alcanzaron concentraciones de células vegetativas y esporas
viables de 5.4x10" UFC/ml y 3.13x10" Spo/ml, respectivamente. Estos resultados son
mayores a los valores maximos reportados en la literatura para la concentracion de
esporas producidas por diferentes cepas de B. subtilis. Adicionalmente, se identifico la
generacion de subproductos de metabolismo en altas concentraciones, como acetoina y
2,3-butanodiol, por parte de la cepa de trabajo, lo que abre la puerta al desarrollo de
nuevos procesos de produccién, combinando cultivos de alta densidad celular con la
generacion de compuestos de alta demanda industrial. EI conocimiento generado por
este proyecto permitié entender a fondo el comportamiento de esta cepa bajo distintas
condiciones de proceso y mejorar el proceso de produccidon actual en términos de
rendimiento y productividad, generando un escenario favorable para su posterior

escalamiento y comercializacion.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Control biolégico y participacion de Bacillus subtilis

Control bioldgico se define como el uso de organismos (0 de sus metabolitos o
subproductos) enemigos naturales de una plaga o un patégeno, con el fin de reducir o
eliminar sus efectos dafiinos en las plantas o sus productos (Serrano-Carreén and
Galindo, 2007). En este sentido el control biolégico de frutos y plantas por
microorganismos es una alternativa prometedora frente al uso extensivo de pesticidas,
los cuales son generalmente muy costosos y tienden a acumular compuestos quimicos

no deseados en plantas o frutos (Nagorska et al., 2007).

En 1980, Kloepper denomina como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), a
aquellos organismos no patogénicos que viven en la rizosfera de las plantas y que le
confieren al hospedero beneficios en su crecimiento asociados con la actividad bioldgica
gue desarrollan en las mismas (Nagorska et al., 2007). Los PGRP presentan varias
caracteristicas que les permiten actuar como agentes de control biologico; entre las
cuales se encuentran: la eliminaciébn de enfermedades causadas por fitopatégenos,
debido a la produccion de un amplio rango de compuestos antimicrobianos (Ongena et
al., 2005b); competencia en la colonizacién del nicho y de los nutrientes con especies
gue no estimulan el crecimiento o incluso patégenas (Bais et al., 2004) y la activacion

de sistemas de defensa inducidos por resistencia sistémica (Ongena et al., 2005a).

Dentro de estas rizobacterias, recientemente han llamado la atencion las bacterias gram
positivas, formadoras de esporas del género Bacillus. Entre estas, B. subtilis es
reconocido como una poderosa herramienta de biocontrol. Entre sus principales
caracteristicas se encuentran: su capacidad de producir diferentes antibiéticos con
amplio espectro de actividad (Stein, 2005), la formacion de biopolimeros y biopeliculas
(Marvasi et al.,, 2010) que le facilitan la motilidad y colonizacibn de nichos, y
particularmente su capacidad de formar esporas; células latentes capaces de germinar
en diversos ambientes (Errington, 2003). Se ha demostrado que este microorganismo
produce mas de dos docenas de compuestos antimicrobianos, entre los cuales se
destacan las familias de lipopéptidos ciclicos surfactinas, iturinas y fengicinas (Stein,

2005); que por su naturaleza anfipatica pueden asociarse facilmente y anclarse entre
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capas lipidicas y asi interferir en la directamente en la integridad de las membranas
biolégicas de los organismos patégenos aumentando la probabilidad de lisis y muerte
de los mismos (Ongena and Jacques, 2008). Estas capacidades hacen de Bacillus
subtilis un microorganismo idéneo para la elaboracion de agentes de control bioldgico,
gue puedan ser utilizados en cultivos agricolas para el control de enfermedades y

patégenos de plantas y frutos.

Pusey y Wilson (1984) evaluaron a B. subtilis frente a Monilina fructicola, asperjando
una suspension de la bacteria sobre diferentes frutos que posteriormente fueron
inoculados con el patégeno, encontrando que se controlaba la pudricién café en todos
los frutos (nectarines, duraznos y ciruelos) en ensayos in vivo e in vitro. Adicionalmente,
el caldo nutritivo en el que fue cultivado B. subtilis también demostré actividad

antifangica, por lo cual el mecanismo propuesto por ellos fue la antibiosis.

En cultivos de papa, Aranda (1997) llevé a cabo un estudio in vitro con B. subtilis y
describié una inhibicién de crecimiento de cinco hongos patdgenos. Adicionalmente, en
condiciones de invernadero cuando se aplicdé B. subtilis a la papa, la cantidad de
tubérculos y el peso de los mismos se incrementaron para las variedades Alpha y
Atlantic.

En otro estudio, se reporté que B. subtilis igualmente inhibe el crecimiento de Eutypa
lata, causante de la muerte regresiva de la vid. Se observo un 94 % de inhibicién en la

germinacion de ascosporas junto con la malformacién de hifas (Ferreira et al., 1991) .

Cavaglieri et al. (2005) estudiaron la inoculacion de semillas de maiz con B. subtilis,
logrando disminuir la colonizacion de Fusarium verticillioides y la produccién de
fumosina B; (metabolito secundario producido por el hongo que afecta la salud humana
y de los animales) en las raices de las plantas de maiz en las plantas tratadas bajo

condiciones de invernadero.

Jayaraj et al. (2005) evaluaron el efecto antagonista de un formulado con base en B.
subtilis contra el hongo Pythium aphanidermatum, causante de la enfermedad del
marchitamiento temprano en semillas de tomate. Los resultados mostraron que el
tratamiento con el formulado de B. subtilis es mas efectivo para el control de la

enfermedad, comparado con el testigo quimico comercial “metalaxil”.
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En cultivos de aguacate, Demoz y Kortsen (2006) realizaron pruebas antagonicas frente
a los hongos responsables de la pudricién en el pedunculo de aguacate, inoculando las
plantas en etapa de floracion con el producto comercial “Avogreen” basado en B.
subtilis. El resultado muestra que las bacterias fueron capaces de anclarse, colonizar y
sobrevivir en las flores y frutos. De igual manera lograron colonizar a conidios e hifas de

los patdgenos causandole a estos su degradacion celular.

Yang et al. (2006) estudiaron la capacidad antagonica de B. subtilis frente a varios
hongos fitopatogenos de melén (Alternaria alternata, Fusarium semitecum, Rhizopus
stolonifer y Thichothecium roseum). En el trabajo se adicion6 caldo de fermentacion sin
filtrar a frutos inoculados con los hongos, observandose una inhibicién en el area de

incidencia y lesion de la enfermedad.

1.2 Antracnosis en el mango y la cepa Bacillus subtilis 83

El mango es una de las frutas tropicales mas apreciadas y populares, ademas de ser
una de las mas importantes en el comercio internacional. Los paises cercanos al
ecuador y a los trépicos son los mayores exportadores del fruto, siendo México el
principal exportador de mango en el mundo, participando con el 33 % de la exportacion

mundial, seguido de Brasil, Pakistan, Filipinas y la India (Mora et al., 2002).

Una de las enfermedades postcosecha mas importantes que afectan al mango es la
antracnosis, causada por el hongo Colletotricum gloeosporioides, el cual dafia la calidad

de los frutos y disminuye significativamente la vida de anaquel del producto.

Dentro del marco de un proyecto conjunto realizado entre el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM en Cuernavaca, Morelos y el Centro de Investigacion de Alimentacién y
Desarrollo, A.C., de Culiacdn, Sinaloa, se aisl6 a Bacillus subtilis 83 del follaje de
mango. En ensayos in vitro esta cepa demostré actividad antagonista contra el hongo
patégeno Colletotrichum gloeosporioides. En ese trabajo se observaron halos de
inhibicibn que denotaron la produccién de sustancias fungicidas, sugiriendo como
mecanismo antagonico de la bacteria la antibiosis, es decir, la produccién de sustancias

antifangicas (Galindo et al., 2005).
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Morales (2007) demostré la produccién de compuestos antifingicos termorresistentes
por B. subtilis 83. Se realizaron ensayos in vitro utilizando caldo de cultivo libre de
células y sometido a un proceso de esterilizacién en autoclave (121°C, 15psi y 20min).

Las pruebas mostraron halos de inhibicion frente al hongo patégeno Fusarium spp.

1.3 Esporas de Bacillus subtilis

Las esporas constituyen un estadio fisiolégico que permite a las células sobrevivir
facilmente en condiciones donde normalmente una célula vegetativa moriria, por
ejemplo: ambientes con altas temperaturas, exposicion a radiacion ionizante y la
presencia de solventes quimicos, detergentes y/o enzimas hidroliticas, por enumerar
algunos. Las esporas del género Bacillus son formadas en un proceso que
generalmente es inducido por limitaciones nutricionales en el ambiente (Errington,
2003). Una espora tiene la capacidad de sobrevivir por extensos periodos viéndose
sometida a una carencia 0 inexistencia de nutrientes, y es capaz de reversar a su
estado vegetativo si estos nutrientes resultan disponibles huevamente. Las esporas
presentan un metabolismo latente, contiene poco o hada de compuestos energéticos
como ATP y NADH, exhiben un metabolismo no detectable de componentes exdgenos
0 enddgenos y presentan una muy baja actividad en su ndcleo (Setlow, 2006). Las
esporas pueden sobrevivir por afos, a veces cientos, e incluso hay reportes que
sugieren que estas pueden permanecer en estado latente hasta por millones de afios
(Cano and Borucki, 1995). Estas propiedades de resistencia y durabilidad confieren a
las esporas de Bacillus subtilis caracteristicas primordiales para la elaboracién de
productos de control biolégico, formulados en base seca 0 en base himeda que puedan

mantenerse activos durante un largo periodo de almacenamiento y comercializacion.

1.3.1 Etapas de esporulacién en Bacillus subtilis

El proceso de esporulacion se ha dividido en siete estadios, basados en los principales
cambios fisiologicos que ocurren durante la formacion de la espora (Errington, 2003). La
Figura 1-1, presenta esquematicamente el ciclo de esporulacién de la célula, ocurriendo
en primer lugar, la division asimétrica de la célula, seguido del engullimiento de la célula
pequefia 0 pre-espora, posteriormente la formaciéon de la corteza y la cubierta vy,

finalmente, la maduracion vy lisis de la célula madre (Errington, 2003).
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Figura 1-1 Ciclo de vida de Bacillus subtilis. Tomada de Errington (2003).

Las esporas bacterianas tienen una apariencia muy diferente a las células vegetativas,
ya que estdn rodeadas de varias capas gruesas cuya accion conjunta le confieren

resistencia a condiciones ambientales adversas (ver Figura 1-2).

El citoplasma de la bacteria en forma de espora es llamado nucleo de la espora,
contiene sélo una copia del cromosoma bacteriano, carece de RNA mensajero y tiene
poco RNA de transferencia, debido a la baja actividad enzimética en el nicleo de la
espora. Los aminoacidos se almacenan como proteinas citoplasmaticas de bajo peso
molecular y son llamadas, pequefias proteinas solubles en &cido (SAPS, small acid-
soluble proteins). Algunas SASP contribuyen a la capacidad de la espora para resistir la
luz ultravioleta ya que crean un efecto protector al unirse al DNA (Setlow, 1992). No
existe actividad metabdlica alguna y la energia se almacena en forma de 3-

fosfoglicerato, debido a su mayor estabilidad que el ATP.
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Figura 1-2 Estructura de la espora. Adaptada de Setlow (2006).

El ndcleo de la espora estid rodeado primero, por una membrana lipidica interna, y
luego, por una pared celular compuesta de peptidoglucano con una estructura muy
parecida al de la célula vegetativa. La membrana lipidica interna es una barrera
permeable cuyo principal objetivo es proteger a la espora de ataques quimicos que
puedan afectar al DNA (Nicholson et al. 2000, Cortezzo y Setlow 2005). Por otro lado la
pared celular germinal no juega un papel importante en la resistencia de la espora, sin

embargo se utilizaré para desarrollar la pared celular de la nueva célula vegetativa.

Sobre la membrana interna y la pared celular germinal se encuentra una capa
concéntrica gruesa, llamada corteza. La corteza esta constituida por un peptidoglucano
gue contiene enlaces cruzados pocos comunes, como anillos de lactama muramica
(Gilmore et al., 2003). La corteza igualmente contiene &cido dipliconico (DPA) o &cido
piridin 2-6 dicarboxilico. EI DPA, que también se encuentra en el nucleo es un agente
guelante de calcio y corresponde a alrededor del 15 % del peso de la espora (Gerhart
and Marquis, 1989). Cuando el DPA, depositado en la corteza, forma compuestos
gquelados con calcio, pone a éste elemento en contacto con el peptidoglucano
polianidnico de la corteza. Los enlaces i6nicos que se forman ocasionan que el
péptidoglucano se contraiga y expulse agua en un proceso semejante al de “exprimir
agua en una toalla”. La espora es tan seca que, mientras el agua comprende entre 75y
80 % del peso humedo de una célula vegetativa, en la espora, este contenido de agua
se reduce hasta un rango entre el 27 y 55 % (Gerhart and Marquis, 1989). Se cree que
la resequedad imparte a la espora la resistencia al calor, inclusive hasta permitirle

sobrevivir varias horas a temperatura de ebullicion (Walker, 2000).
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Envolviendo a la corteza se encuentra una nueva membrana externa, cuya funcion es
importante principalmente en la estructura cuando la espora se encuentra en formacion
(Piggot and Hilbert, 2004). Junto a la membrana externa se encuentra la cubierta de la
espora, la cual se compone de varias capas de proteinas que en su mayoria son
productos especificos de genes de esporulacion (Driks, 1999). La cubierta de la espora
es importante en la resistencia de la espora hacia compuestos quimicos y enzimas
liticas exdgenas que pueden llegar a degradar la corteza de la espora, pero la cubierta
casi no tiene efecto en la proteccion hacia el calor o radiacién (Nicholson et al., 2000;
Setlow, 2000). Finalmente, la capa mas externa es denominada exosporio y es
considerada como una expansion de la cubierta de la espora. Esta compuesta de
glicoproteinas y su funcion se asocia mas con el reconocimiento externo (Lai et al.,
2003).

1.3.2 Control de esporulacion en  Bacillus subtilis

El mayor estimulo para dar inicio a la esporulacion es la limitacion de nutrientes. Sin
embargo, esta escasez nutricional no actia como un desencadenante inmediato de la
esporulacion; este proceso se desarrolla como consecuencia de una serie de decisiones
celulares con respecto a cdémo hacer frente al estrés nutricional de la mejor manera
(Schultz et al., 2009).

En la Figura 1-3 se ilustra la red genética de toma de decisiones de Bacillus subtilis
mediante la cual se regula y monitorea un amplio intervalo de sefales tanto internas
como externas. Estos elaborados sistemas de transduccion determinaran el destino de
las células, analizando y procesando informacién acerca del estrés nutricional (Lopez et
al., 2009), la densidad de la colonia y el estatus de las células vecinas (péptidos tipo
feromonas y de quérum sensing) (Grossman and Losick, 1988). Esta informacion es
procesada por accion combinada de una compleja red reguladora de interaccion entre
genes y proteinas, que incluye la activacién e inactivacién de genes y la fosforilacion y
defosforilacion de las proteinas. El principal componente de esta red es el regulador
transcripcional SpoOA que se activa por fosforilacion (SpoOA-P) comienza a acumularse

al inicio de la limitacién (Piggot and Hilbert, 2004).
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Figura 1-3 Red de diferentes caminos genéticos relacionados con la diferenciacion
celular y esporulacién en B. subitlis. Adaptada de Lopez et al (2009).

El primer analisis de la expresion genética durante la esporulacion enfocado en las
etapas tempranas y medias del desarrollo de este proceso, permitio la identificacion de
mas de 500 genes, cuya expresion dependia de SpoOA-P en B. subtilis. Sin embargo un
andlisis mas detallado encontré un total de 121 genes, organizados en 54 unidades
transcripcionales, que son objetivos directos de SpoOA-P (Molle et al., 2003). Estos
objetivos directos se dividen en dos clases: SpoOA dependientes de la acumulacion de
este regulador a un nivel bajo y SpoOA dependientes de la acumulacion a un nivel alto
(Fujita et al., 2005). Extraordinariamente, genes esenciales para la esporulacién son
mas prevalentes en la categoria de umbral alto, mientras que genes de vias auxiliares
como la formacién de biopolimeros y canibalismo pertenecen al grupo dependiente de
umbral bajo (Eichenberger, 2007).

Con base en lo anterior, el progreso de la esporulacion se puede asociar con el
incremento de la concentracion de Spo0OA-P en la célula. Durante las primeras horas de
un estado de estrés nutricional (nivel bajo de Spo0A-P) la célula activara diferentes vias
genéticas alternativas con funciones especificas para intentar contrarrestar el escenario
adverso en el que se encuentra (ver Figura 1-3). Entre éstas estan incluidas la
activacion de la motilidad flagelar para la busqueda de nuevas fuentes de nutrientes por

quimiotaxis; la generacion de matrices poliméricas para la colonizacion y dominio de
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espacios; la secrecibn de enzimas degradativas cuyos objetivos son proteinas y
polimeros extracelulares; la sintesis de antibidticos y otras armas quimicas para eliminar
a otros organismos que compiten por el mismo nicho y la generacién de factores de
aniquilamiento o canibalismo donde la célula ataca a su misma especie. Si transcurrido
un tiempo, la limitacion de nutrientes no es superada, la concentracion de SpoOA-P
alcanzara un nivel tal que activa definitivamente la maquinaria genética de esporulacion

y lo convierte en un proceso irreversible (Schultz et al., 2009).

Ademas del regulador SpoOAP, existen varias proteinas reguladas por éste que son
muy importantes en el proceso de esporulacién. Algunas de estas proteinas inhibidoras
son AbrB y SinR, encargadas de reprimir directa o indirectamente genes encargados de
la produccion de enzimas degradativas, utilizacibn de nitr6geno, metabolismo de
aminodcidos, motilidad, sintesis de antibidticos y su resistencia, desarrollo de
competencia factores de canibalismo y produccién de exopolisacaridos (Phillips and
Strauch, 2002) . De igual manera existen por lo menos 6 factores sigma (¢”, o",
o', a", 6%, 6“) que regulan la maquinaria genética en la esporulacién actuando entre la

célula madre y la espora en formacion (Eichenberger, 2007).

Adicionalmente la célula puede desarrollar un estado de competencia (alternativo a la
esporulacién), el cual la célula competente de B. subtilis puede tomar DNA exdgeno que
puede utilizar para reparar dafios en el DNA o que pueden proveer a la célula una
resistencia frente a la adversidad que esta enfrentando, se conoce que por lo menos un
10% de un cultivo celular puede alcanzar a desarrollar este estadio (Schultz et al.,
2007).

Antes de iniciar la esporulacion la célula verifica intracelularmente la integridad del
cromosoma y el estado de su replicacién, a través de la proteina Sda (Veening et al.,
2009), esto presumiblemente para asegurar que una vez iniciada la esporulacion, ésta
pueda llevarse a cabo completamente (Errington, 2009). La esporulacién como destino
final elegido para sobrellevar la limitacién nutricional, se lleva a cabo en un lapso

aproximado de 10 horas (Schaeffer et al., 1965).
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1.4 Produccién de esporas de Bacillus sp.

En el desarrollo de tecnologia de produccién de esporas, el objetivo principal del
proceso es lograr una alta concentraciéon de esporas utilizando la menor cantidad de
materias primas y de operaciones, en el menor tiempo posible y a un bajo costo (Chen
et al.,, 2009) . Para llevar a cabo este objetivo se deben conocer y analizar
objetivamente las etapas que componen este proceso: primero el crecimiento vegetativo

y segundo la esporulacion.

En la primera etapa se promueve el crecimiento de la bacteria con el fin de alcanzar
altas densidades celulares. Aqui es importante tener en cuenta varios factores que
permitan llevar a cabo este crecimiento, entre estos, el medio de cultivo utilizado bien
sea en medios complejos, medios definidos y las concentraciones iniciales de los
sustratos en los mismos (Liu et al., 1994; Lalloo et al., 2009; Matar et al., 2009; Chen et
al., 2009) y las condiciones de operacién del reactor como: temperatura, pH, agitacion,

suministro de oxigeno, entre otros (Monteiro et al., 2005).

En la segunda etapa comienza la esporulacion, principalmente por la limitacion de un
sustrato esencial. El objetivo en esta etapa es lograr que cada célula vegetativa pueda
generar una espora en su interior con capacidad germinativa (espora viable). Sin
embargo, la transicion entre estas etapas esta gobernada por el tipo de limitacion
nutrimental y las condiciones de proceso, que marcardn completamente el complejo

proceso de diferenciacion celular de la bacteria.

1.4.1 Produccion de esporas de Bacillus en cultivos en lote

En el cultivo en lote, todos los nutrientes se adicionan desde un inicio y la bacteria se
inocula en un medio de cultivo promotor del crecimiento. Las concentraciones maximas
de células vegetativas y esporas viables alcanzadas por esta estrategia se encuentran
en lo 6rdenes de 1x10° y 1x10% cel/ml (Luna et al., 2002; Liu et al., 1994; Lalloo et al.,
2009; Shiy Zhu, 2007; Zhu et al., 2009).

Los medios de cultivo empleados principalmente tienen suplementos de fuentes
complejas, tales como extracto de levadura, harina de soya, peptona, triptona, melazas,

jarabe liquido de maiz, entre otros (Shiy Zhu, 2007; Luna et al., 2002; Prabakaran et al.,

23



2007; Lopez-y-Lopez y de la Torre, 2005). Estos medios tienen componentes organicos
muy ricos en carbohidratos, proteinas, aminoacidos libres, vitaminas y factores de
crecimiento, que facilitan abiertamente el crecimiento vegetativo de la bacteria. A pesar
de su gran valor nutricional, el costo de algunas de estas materias primas es elevado,
por lo que suplementar estos procesos con estas fuentes complejas incrementan de
manera dramatica los costos de las materias primas del proceso; aunque cabe resaltar,
que su uso se favorece como parte del tratamiento o reutilizacion de residuos
agroindustriales (Yanez-Mendizdbal et al., 2012). Otro inconveniente de las fuentes
complejas se relaciona con el control y seguimiento de los cultivos, ya que la gran
mayoria de estas fuentes nutricionales, son de origen biolégico, por lo cual, el perfil
metabdlico y genético del microorganismo durante el crecimiento y la esporulacion
puede variar con el tipo y composicién de cada fuente y hasta cada lote de produccion

por separado (Pierce and Robertson, 1992).

Fisher y Sonenshein (1991) reportan que, para B. subtilis, la fuente de carbono preferida
es la glucosa. No obstante, la presencia de glucosa en el medio, ademas de promover
el crecimiento vegetativo de esta bacteria, promueve la generacion de otros metabolitos
tales como &cido acético, acido lactico o acetoina, que disminuyen los rendimientos del
sustrato en biomasa y adicionalmente pueden ocasionar fenomenos de acidificacion e

inhibicion de crecimiento en altas concentraciones.

Kwon et al. (2011) detallaron que el mayor crecimiento vegetativo de Bacillus subtilis se
da en un intervalo de concentraciones iniciales de glucosa menores a los 10 g/l, y que a
concentraciones mayores de 20 g/l el crecimiento se ve disminuido y se promueve la
generacion de acidos organicos y otros subproductos. Este hecho fue también
observado previamente por Park et al. (1992) quienes reportaron que a concentraciones
de glucosa en el medio de 10 g/l, Bacillus subtilis genera acido lactico, acético y
propionico, que se acumulan en el medio, disminuyendo la viabilidad del cultivo e

inhibiendo el crecimiento de la bacteria.

Existen reportes en los cuales Bacillus subtilis y Bacillus amyloliqguefaciens, en exceso
de glucosa activan otra via fermentativa, produciendo 2,3 butanodiol y acetoina (Alam et
al., 1989; Dettwiler et al., 1992; Bourne et al., 1992). Concentraciones de acetoina en el
medio mayores a 20 g/l han demostrado que reducen la velocidad especifica de

crecimiento a la mitad en cultivos por lote (Dettwiler et al., 1992).
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El proceso de esporulacion también puede verse afectado por altas concentraciones de
glucosa. Monteiro et al. (2005) encontraron que la eficiencia de esporulacion se ve
afectada cuando los valores de glucosa en el medio inicial se incrementaban a més de
3.5 g/l. Este comportamiento soporta la represion catabdlica de la esporulacion

postulada por Schaeffer et al. (1965).

En cultivos por lote, la mayor concentracién alcanzada en cepas de Bacillus subtilis es
de 1.56x10'° esporas por mililitro (spo/ml) y fue reportada por Chen et al. (2009), luego
de un extenso estudio de optimizacion de un medio de cultivo el cual estaba

principalmente suplementado por jarabe de maiz, harina de soya y extracto de levadura.

1.4.2 Produccién de esporas de Bacillus en cultivos en lote alimentado

El cultivo en lote alimentado se emplea como alternativa para evitar altas
concentraciones de sustrato en el inicio de la fermentacion y los problemas inhibitorios o
de produccion que estos acarrean. En el lote alimentado se comienza en un cultivo en
lote con una concentracion baja de sustratos (carbono, nitrégeno, fésforo, azufre, etc.) y
se prolonga a través de una adicién continua de nutrientes, de tal manera que se
cumpla con la demanda del microorganismo, pero en la que la concentracion de

nutrientes en el medio pueda mantenerse en valores bajos, no inhibitorios.

Uno de los objetivos del lote alimentado es extender la fase de crecimiento del
microorganismo, utilizando diferentes perfiles de adicidon y concentraciones de sustrato
en la alimentacion. Los perfiles de alimentacion pueden ser predisefiados, darse en
pulsos, a una tasa de adicidbn a flujo constante, en escalén o incrementandolo
exponencialmente. En especial, esta Ultima estrategia de alimentacién exponencial se
emplea para controlar la velocidad especifica de crecimiento de la bacteria en la etapa
de alimentacién (con el flujo de sustrato que se adiciona), en un proceso que se podria
asemejar al del control de la velocidad especifica de crecimiento de microorganismos en

un quimiostato (Ramirez et al., 1994).
Los perfiles de alimentacion pueden ser retroalimentados, relacionando el flujo de

alimentacion con variables que pueden ser monitoreadas durante el proceso, como el

pH (Takahiro et al., 1990), el oxigeno disuelto (Akesson et al., 1999), el coeficiente de
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respiracion del microorganismo (Jong et al., 1995), o la concentracion de glucosa en el
medio (Park et al., 1992).

Un ejemplo de las ventajas del cultivo en lote alimentado se encuentra reportada por
Martinez (1996). Este autor, usando cultivos alimentados exponencialmente, logré un
incremento de 6 a 10 veces en la concentracion de la biomasa de B. subtilis con

respecto a la biomasa lograda en cultivo por lote.

En cultivos por lote alimentado de Bacillus thuringiensis, Liu et al. (1994), utilizando una
alimentacion escalonada de una solucién de glucosa, extracto de levadura, jarabe de
maiz y cloruro de calcio, llegaron a altas concentraciones de biomasa total (células
vegetativas, esporas, etc.) cercana a 53.7 g/l, y un total de 1.45x10" esporas totales por
mililitro. Adicionalmente, en un ensayo en el cual disminuyeron la concentracién de
glucosa en la solucién de alimentacién y manteniendo la concentracién de los otros
nutrientes constante, la cantidad total de biomasa generada fue de 36.4 g/l (dos tercios
con respecto al cultivo anterior). Sin embargo, la eficiencia de esporulacion de este
cultivo fue mayor, alcanzando el doble en la concentracion de esporas totales en el
medio, 3.9x10" spo/ml (Liu et al., 1994).

Otro caso de alimentacion exponencial de glucosa fue utilizado por Monteiro et al.
(2005). En este escenario, la solucién alimentada fue suplementada con caldo nutritivo y
glucosa, y les permitié a los autores alcanzar una concentracion de células vegetativas

de 3.5x10" cel/ml y un nimero de esporas viables cercanas a 7.4x10° spo/ml.

La mayor concentracion de células vegetativas reportadas para Bacillus subtilis se
encuentra en el trabajo de Park et al. (1992), en el cual se llevoé a cabo un estudio en
lote alimentado, con una estrategia de alimentacion que le permitia controlar la
concentracion de glucosa en el medio a valores de 10, 1.0 y 0.2 g/l. Con el experimento
desarrollado con 1.0 g/l de glucosa en el medio, se obtuvo una alta concentracion de
biomasa, cercana a 184 g/L (3.4 x10' cel/ml). Sin embargo, la cepa de B. subtilis
utilizada tenia una mutacion en el regulador global de esporulacion SpoOA, la cual le

impedia generar esporas.

La seleccion del sustrato limitante es un factor relevante a considerar, ya que este es el
motor principal para dar inicio al proceso de esporulacién. Generalmente se trabaja con

una limitacion de la fuente de carbono, aunque de igual manera se puede operar con
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limitacion por fuente de nitrégeno, fésforo o azufre (Sonenshein, 2000). Cada opcion
supone un camino distinto por parte del microorganismo para dar comienzo a la
esporulacion. Se ha reportado que, cuando B. subtilis se limita en la fuente de carbono y
se mantiene en el medio cloruro de amonio y glutamina, la esporulacion se ve reprimida
(Bhaduri et al., 1989). De igual manera, bajo condiciones de limitacion por carbono la
bacteria presenta un comportamiento de lisis celular de hasta un 30 % del total de su
poblacion (Martinez, 1996), lo que ocasiona una baja significativa en el rendimiento de
células vegetativas totales en esporas, pues se disminuyen las bacterias viables en
condiciones de llevar a cabo dicho proceso. Sin embargo, en este mismo trabajo
(Martinez 1996) se logré evitar dicho suceso, al adicionar cantidades de carbono que
soportaban la demanda de mantenimiento de la bacteria, manteniendo la viabilidad por

mas tiempo.

La transferencia de oxigeno es otro factor relevante en cultivos de alta densidad celular.
Se sabe que conforme se incrementa la densidad celular en un cultivo, las células en
crecimiento demandaran una mayor cantidad de oxigeno. En reactores agitados, las
condiciones de aireacion y agitacion del cultivo definirdn la capacidad del sistema para
cumplir con esta demanda. En cultivos sumergidos se trabaja principalmente en
concentraciones de oxigeno superiores a la denominada “tension de oxigeno disuelto
critica” (TOD;), la cual representa el valor minimo necesario de oxigeno disuelto en el
medio para que la bacteria no se vea limitada por este sustrato. En cultivos de alta
densidad celular desarrollados para bacterias del género Bacillus se ha trabajado
controlando la tension de oxigeno disuelto por encima del 10 % de saturacion para
evitar esta situacion (Liu et al., 1994; Martinez et al., 1997, Monteiro et al., 2005; Lalloo
et al,. 2009; Chen et al,. 2009).

Un estudio de la influencia de la concentracion de oxigeno en el medio respecto a la
eficiencia de esporulacion fue elaborado por Monteiro et al. (2005), en el cual se evalud
la tension de oxigeno disuelto (TOD) en el medio en valores de 10, 30 y 50 % de
saturacion, encontrando una mejoria en la eficiencia de esporulacion a 30 %. Sin
embargo, hace falta estudiar la relaciébn de este sustrato con el crecimiento de esta
bacteria (concentraciones de oxigeno criticas en crecimiento vegetativo), asi como la
capacidad del sistema (velocidad de agitacion, potencia suministrada y flujo de aire)
para proveer la TOD requerida por la bacteria en condiciones de alta densidad celular

en los reactores de nivel de banco y piloto.
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1.4.3 Produccién de esporas de Bacillus subtilis 83

El grupo de investigacion del Dr. Enrique Galindo ha trabajado con un medio mineral
guimicamente definido y de bajo costo, desarrollado originalmente por Martinez et al.
(1997) y ha sido utilizado en los trabajos de Rodriguez (2005) y Morales (2007) para la
produccion de esporas de cepas silvestres de Bacillus subtilis. Este medio se
suplementa con glucosa como sustrato limitante; ademas contiene sulfato de amonio y

sales minerales que promueven la esporulacion del medio segin Schaeffer et al. (1965).

En los trabajos de Rodriguez (2005) y de Morales (2007), el medio fue disefiado con
una relacion carbono:nitrogeno de 5.5, resultando el sulfato de amonio en exceso. Sin
embargo, luego de la esporulacion de B. subtilis CPA y B. subtilis 83 en cultivos por lote,
existe un residual de mas de un 50 % de este sustrato en el medio de cultivo, que
genera ademas de un mayor gasto de materias primas en el proceso, una posible
condicion adversa en la esporulacion de la bacteria, debido a la concentracion
remanente de iones amonio, segun lo que proponen otros autores (Bhaduri et al., 1989).
Es necesario realizar un redisefio del mismo, con base en las demandas nutricionales y
cinéticas especificas para la cepa B. subtilis 83, que se espera mejore los rendimientos
de sustrato en biomasa, controlar la tasa de crecimiento bacteriano y promover una alta

eficiencia de esporulacion luego de la limitacion por sustrato.

Morales (2007) desarroll6 un proceso para la produccién de altas concentraciones de
esporas de B. subtilis 83 en lote alimentado. En ese estudio se reporta una
concentracion de esporas viables de B. subtilis de 7.2x10'° spo/ml, con una eficiencia de
esporulacién de 0.86 spo/cel. Esta concentracion alcanzada se encuentra en el orden
de la maxima concentracion reportada en la literatura (1.52x10' spo/ml reportada por
Chen et al., (2009)). Estos resultados demuestran que es posible lograr altas
concentraciones celulares con medios definidos y sin fuentes complejas. Sin embargo,
los rendimientos de sustrato en biomasa son bajos. Los valores reportados para este
parametro, 0.3 g/g de glucosa, son inferiores en 50 % de aquellos habituales para cepas
de Bacillus (0.6 g/g de glucosa; (Liu et al., 1994)). En este sentido, la cuantificacién de
metabolitos generados permitiran esclarecer los flujos de carbono y el comportamiento
metabdlico de la cepa, e identificar fenbmenos como inhibicién de crecimiento por
sustrato o por subproductos, o sobreflujo de carbono que permitan incrementar los

rendimientos.
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En funcion de lo anterior, es evidente que el proceso desarrollado por Morales (2007)
podria mejorarse en términos de las condiciones de cultivo si se conocen a fondo los
requerimientos nutricionales (carbono, nitrégeno, oxigeno, etc.), el comportamiento
cinético y metabdlico de la bacteria (generacion de acidos y otros metabolitos), que
permitan disefiar con precision los medios de cultivo inicial y de alimentacién, que junto
con las estrategias del lote alimentado (evitando acumulacion de sustratos) y de
esporulacién, permitan obtener mayores rendimientos y densidades de células
vegetativas asi como una alta eficiencia de formacion de esporulacion (con alta

viabilidad) para la cepa en cuestion.
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2 HIPOTESIS

En cultivos en lote alimentado predisefiados, evitando la acumulacién de la fuente de
carbono y de nitr6geno en el medio, se alcanzardn mayores rendimientos en células
vegetativas para su posterior esporulacion, con respecto al cultivo en lote,
incrementando la concentracion de esporas viables y productividad, minimizando la

sintesis y acumulacién de subproductos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar estrategias de crecimiento vegetativo de Bacillus subtilis 83 en lote

alimentado para la obtencion de alta densidad de esporas viables en medios definidos.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar los requerimientos nutricionales de Bacillus subtilis 83, su cinética

de crecimiento y su composicion elemental.

¢ Rediseiar el medio de cultivo para incrementar el rendimiento de la fuente de

carbono en células vegetativas y minimizar sustratos residuales.

* Evaluar la influencia de la tension de oxigeno disuelto en el crecimiento

vegetativo en cultivos por lote y lote alimentado.

« Establecer estrategias de cultivo por lote alimentado, valorando diferentes
perfiles de alimentacion de sustratos (exponencial, constante y mixto) que logren
altos rendimientos de sustrato y alta densidad de células vegetativas para su

posterior esporulacion.
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4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se esquematiza en el diagrama de flujo ilustrado en la Figura
4-1. Primero, se realizé el estudio cinético partiendo como base del medio mineral de
Martinez et al. (1997), en el cultivo en lote, al cual se le llam6 medio mineral estandar.
Esto se llevo a cabo con el fin de medir y conocer la velocidad especifica de crecimiento
de la bacteria, las concentraciones de células vegetativas y esporas alcanzadas en lote
y los rendimientos respectivos para los diferentes sustratos de Bacillus subtilis 83.
Adicionalmente se llevé a cabo un andlisis de composicion elemental para la cepa en
cuestién, con el fin de establecer la cantidad de fuente de carbono y nitrégeno, que
deberia ser utilizada estequiométricamente en el medio mineral inicial para asegurar la
formacion de la bacteria sin que existiera limitacion de alguno de los sustratos

enunciados anteriormente.

ETAPA ‘ RESULTADO ESPERADO

1. Estudio cinético medio mineral » Evaluar: UFC/ml, Spo/ml, t.y YX/c, t

estandar

‘ 2. Analisis elemental de la cepa ‘ % de C,N,H en la célula

Influencia de concentracién inicial de carbono,
sulfatode amonioy sales en:

l UFC/ml, Wy YX/C, t

‘ 4. Estudio cinético a TOD,., ‘ Colmparauon de crecimiento en exceso de
oxigeno frente a control a TOD critica:
‘ UFC/ml, taw YX/C, t

5. Seleccion mejores condiciones Definirconcentracionesiniciales, tension de
en lote oxigenodisuelto.

. . . Influenciade flujosy concentraciéonde
6. Alimentacion con flujo . L
alimentacion en:

exponencial, constantey mixto.
P ! y UFC/mlI, Spo/ml, Y. YX/C, t, P

‘ 3. Mejoramiento cultivo en lote ‘

Figura 4-1Estrategia experimental
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Con un disefio experimental se evalud la influencia de utilizar un medio balanceado
estequiométricamente en carbono y nitrdgeno, y de las concentraciones iniciales de
estos sustratos y de las sales minerales, sobre la concentracion maxima de células
vegetativas alcanzadas en el lote y sobre los rendimientos de los sustratos utilizados.
Para conocer el coeficiente de mantenimiento de la bacteria, se llevd a cabo una

fermentacién con exceso de fuente de carbono.

Posteriormente, se determind experimentalmente la tension de oxigeno disuelto critica
para la bacteria, y se establecié una tension de oxigeno disuelto minima, superior a la
anterior, que permitiera reproducir los valores de las concentraciones celulares y

rendimientos alcanzados en los cultivos en lote sin limitacién de oxigeno.

Seleccionando la concentracién del medio inicial y la tension de oxigeno disuelto
minima para el crecimiento de la bacteria, se llevé a cabo el estudio de crecimiento
vegetativo y esporulacion en los cultivos en lote alimentado. Este se realizd para perfiles

de alimentacién a flujo exponencial, a flujo constante y un perfil mixto.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales

5.1.1 Microorganismo

La cepa de Bacillus subtilis 83 (Figura 5-1), aislada del follaje de cultivos de mango, fue
proporcionada por el Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo, A.C. (Unidad
Culiacan) en forma liofilizada. La cepa fue crecida en medio liquido YPG (extracto de

levadura, peptona y glucosa) y conservada en glicerol al 20% (v/v).

Figura 5-1 Bacillus subtilis 83, vista al microscopio (100x).

5.1.2 Composicion de medios de cultivo

5.1.2.1 Medio sélido YPG

El medio sélido YPG, fue utilizado para realizar el conteo en placa de células viables,
Unidades Formadoras de Colonia (UFC/ml) y de esporas viables (spo/ml). La

composicion del medio se muestra en la Tabla 5-1.:

Tabla 5-1 Composicion del medio sélido YPG

Componente Concentracion (g/l)

Extracto de levadura 10
Peptona 10
Dextrosa 10

Agar 15
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5.1.2.2 Medios liquidos
Se utiliz6 el medio YPG, para preparacion de inoculos y el medio mineral inicial
(Martinez et al., 1997) para el crecimiento y produccion de células y esporas de B.

subtilis 83. La composicion de los medios se muestran en las Tablas 5-2 y 5-3:

Tabla 5-2 Composicion del medio liquido YGP

Componente Concentracion (g/l)
Extracto de levadura 10
Peptona 10
Glucosa 10

Tabla 5-3 Composicion del medio mineral estandar

Componente  Concentracion (g/l)

Glucosa 10.000
(NH,4),SO, 4.000
K;HPO, 5.320
KH,PO, 6.400
MgSO,.7H,0 0.400
MnCl, 0.005
CaCl, 0.040
FeS0O,.7H,0 0.030

5.1.2.3 Preparacion del medio mineral

Se prepar6é una solucién con el sulfato de amonio y los fosfatos de potasio. Esta
solucion se ajusté a un pH de 7.2 con NaOH 2N. La solucion se esterilizé y se le
afiadieron, bajo condiciones estériles, las soluciones de glucosa y las sales restantes

por separado. Todas las soluciones se esterilizaron en autoclave a 121°C por 20 min.

5.1.3 Preparacion de inéculos

En primera instancia, se tomaron tres asadas del glicerol, y se estrié en una caja Petri
con medio solido YPG. La caja Petri se incubd a 30°C por 24 h. De la caja Petri se
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tomaron 5 asadas de las colonias formadas en un matraz con medio YPG en una
relacion de 1 % respecto al volumen total, se incubé el(los) matraz (ces) a 30°C y 200
rpm por 12 h. A continuacién se transfirié a un nuevo matraz con medio YPG en relacion
de 10 % respecto al volumen total, y se incubd nuevamente el (los) matraz (ces) en una
incubadora a 30°C, a 200 rpm por 12 h hasta alcanzar una concentracion igual a 2

densidades 6pticas (DO), aproximadamente 1x10° cel/ml.

5.1.4 Cultivos en lote fermentador de 7 |

En el fermentador de 7 | se realiz6 el analisis cinético en lote del crecimiento vegetativo
y produccién de esporas de Bacillus subtilis 83 en el medio mineral estandar y el

seguimiento al crecimiento vegetativo en los medios minerales mejorados.

5.1.4.1 Condiciones de cultivo 7 |

El cultivo en lote se llevé a cabo en biorreactores de 14 | de volumen nominal (New
Brunswick Scientific, modelos Labroferm y Microferm, Figura 5-2). Las condiciones de la

fermentacion fueron:

Figura 5-2 Biorreactor de 14 |

Volumen de trabajo: 7 |
3 turbinas Rushton de 6 paletas (D/T=0.5), diametro de 0.105 m.
Aireacion: 1 vvm

Temperatura: 30°C.
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Agitacion: 230 rpm
Control de espuma (Clerol y AF, Dow Corning, al 30 % p/v, controlado por un sensor de
nivel por conductividad conectado a una bomba peristéltica).

Tiempo de fermentacion: 24 h.

Se realiz6 un seguimiento cada 2 h de cultivo. Se determinaron: glucosa residual,
amonio residual, produccion de acidos organicos, células totales, UFC totales y esporas

viables.

5.1.5 Cultivos en matraces de 500 ml

El cultivo en matraces de 500 ml se realizé para la evaluacion de crecimiento vegetativo

de B. subtilis 83 en el medio mineral utilizando 100 ml, bajo las siguientes condiciones:

Volumen de trabajo: 100 ml
Temperatura: 30°C.
Agitacion: 200 rpm

Tiempo de fermentacion: 5, 8 y 14 h.

Se tomaron muestras al inicio y al final de la fase de crecimiento vegetativo, se

determinaron: glucosa residual, amonio residual, células totales y UFC totales.

5.1.6 Cultivo a TOD controlada y en lote alimentado en fermentador de 30 |

Los cultivos se realizaron en un biorreactor de 43 | de volumen nominal (modelo Biostat
UD, B. Braun, Figura 5-3). En este reactor se realizaron los estudios de tension de

oxigeno disuelto y los cultivos alimentados.
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Figura 5-3 Biorreactor de 30 |

5.1.6.1 Condiciones de cultivo en el fermentador de 30 |

Volumen de trabajo: 14 — 20 |

3 turbinas Rushton de 6 paletas (D/T=0.5), diametro de 0.105 m.

Aireacion: 1 vvm

Temperatura: 30°C.

Agitacion: entre 100 y 800 rpm

Control de espuma (Clerol y AF, Dow Corning, al 30 % p/v, controlado por un sensor de
nivel por conductividad conectado a una bomba peristaltica).

Tiempo de fermentacion: 24 h (lote) y 60 h aprox. (lote alimentado).
Se realiz6 un seguimiento periddico durante el cultivo. Se determinaron: glucosa

residual, amonio residual, produccion de &cidos organicos, acetoina y 2,3-butanodiol,

células totales, UFC totales y esporas viables.
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5.1.6.2 Perfiles de alimentacion exponencial

La alimentacion exponencial es utilizada con el fin de controlar la velocidad especifica
de crecimiento en la etapa de alimentacion, y el modelo de crecimiento est4 dado por el

siguiente balance de masa:

d(vXx)

T = pvx Ec.1
a

% =FS, - ”;VX ) Ec.2

¥s

v Ec.3

dt

F =A%) Ec.4

SV,

Donde V: volumen de fermentacién, X: concentracién celular, p: velocidad especifica de
crecimiento, F: Flujo de alimentacion, S: concentraciéon de sustrato en el medio, So:
concentracion de sustrato en la alimentacion. Yys: rendimiento de sustrato en células y
t: tiempo. Si se considera el caso donde p es constante y se puede controlar, dado un
t=0 al inicio de la alimentacién, entonces V=Vo y X=Xo (volumen y concentracion celular

al inicio de la alimentacion), la ecuacién puede ser integrada y escrita:

XV =V_X_ exp(ut) Ec.5

: . . . d(vs
Asumiendo un estado pseudoestacionario para la concentracion de sustrato v3)

:O,y

si se asume que Yy es constante en el tiempo, se obtiene reemplazando la Ec. 5 en la
Ec4.:

_ MV X, ) exp(ut)
SOYX

S

F Ec.6

La adicion del medio de cultivo se realiz6 con una bomba peristaltica de precision

Masterflex L/S Modelo 7518-10, conectada a un controlador de PLC con el cual se

predisefiaron los flujos segun el perfil exponencial que se requeria.
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5.2 Métodos analiticos

5.2.1 Glucosa residual

Las células bacterianas se separaron del caldo de cultivo en tubos Eppendorf de 1.5ml
utilizando una centrifuga Eppendorf, modelo 5417C a 12000 rpm durante 10 min. En el
sobrenadante se determind la glucosa residual en un analizador Yellow Spring
Instruments (YSI). El método YSI se basa en la oxidacién de la glucosa mediante la
enzima glucosa-oxidasa, la cual se encuentra inmovilizada en una membrana en el
sensor y cuyo producto de reaccion, peroxido de hidrégeno (H.O,), es cuantificado y es

proporcional a la concentracion de glucosa.

5.2.2 Amonio residual

La cuantificaciébn de amonio se basa en el método de Indofenol (Kaplan, 1969). En esta
técnica, el amonio reacciona con hipoclorito de sodio, formandose la cloramina.
Posteriormente, la cloramina reacciona con fenol para formar el cromdégeno p-

hidroxifeniliminobenzoquinona, el cual se cuantifica colorimétricamente a 635 nm.

Para el analisis de muestras libres de células se procede de la siguiente manera:

* Preparar dos soluciones con agua desionizada: solucion A (fenol 0.106 M y
nitroferricianuro de sodio 0.17 mM) y solucién B (hidroxido de sodio 0.125 N e
hipoclorito de sodio 11 mM).

« Preparar estandares a concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mM de sulfato de
amonio a partir de una solucion 6 mM.

» Adicionar 1 ml de la solucién A en un tubo de rosca y se colocan 25 pL de la
muestra problema (estdndares o caldo de fermentacion). Posteriormente se agita
en un vortex, se adiciona 1 ml de la solucién B y se agita nuevamente.

 EI tiempo de reaccion de la mezcla es de 30 minutos. Leer en un
espectrofotdmetro (Beckman, modelo DU 650). Para la solucién blanco se utiliza
agua desionizada como muestra problema.

« Una vez realizadas las lecturas de absorbancia de los estandares, éstas se

grafican contra su respectiva concentracidbn y se construye una curva de
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calibracion mediante el ajuste de los puntos por el método de los minimos
cuadrados.

* Obtener la pendiente y ordenada en el origen para calcular las concentraciones
de amonio de las muestras problema. La curva de calibracion se muestra en el

Anexo A.

5.2.3 Cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Cuenta en Placa

» Se realizaron diluciones de la muestra (caldo de fermentacién) en tubos de vidrio
de 13 x 150 mm que contenian solucién salina al 0.9 % de NaCl y 0.05 % de
Tween 40.

e Se tomaron 0.1 ml de las soluciones y se colocaron en cajas Petri con medio
YPG y agar. La muestra se homogeniz6 con perlas de vidrio sobre la superficie
de la caja.

e Las cajas Petri inoculadas se incubaron durante 48h a 30°C y se revisaron a las

24 y 48 h de incubacién. Para obtener la concentracidén se utilizd la siguiente

relacion:
UFC UFC en placa s e
— = — — — « Factor de dilucion Ec.7
ml Volumen adicionado

El error experimental de esta técnica fue del 30 %, su determinacion se detalla en el

Anexo B.

5.2.4 Cuantificacién de esporas. Choque térmico y siembra en placa

Las diluciones del caldo de fermentaciéon se sometieron a un tratamiento térmico a 85°C

durante 15 min para eliminar las células vegetativas del cultivo (Rodriguez, 2005):

» Se introdujeron las diluciones del caldo de fermentacién en un bafio con agua a
85°C durante 15 min.

e Se tomaron 0.1 ml de las soluciones y se colocaron en cajas Petri con medio
YPG y agar. La muestra se homogenizd con perlas de vidrio sobre la superficie

de la caja.
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* Las cajas Petri inoculadas se incubaron durante 48 h a 30°C y se revisan a las
24 y 48 h de incubacién. Para obtener la concentracién se utilizd la siguiente

relacion:

UFC UFCenplaca L
— = — — — & Factor de dilucion Ec.8
by Volumen adicionado

El error experimental de esta técnica es del 30 %. Su determinacion se detalla en el

Anexo B.

5.2.5 Conteo de células totales mediante conteo directo.

La cuantificacion de células totales de B. subtilis (sin distincion entre células vegetativas
viables y no viables; y esporas, viables y no viables) se llevé a cabo mediante conteo
directo al microscopio, utilizando la camara de Neubauer, segln la técnica de Morales
(2007).

La Figura 5-4 ilustra la camara de Neubauer. Esta consta de cuatro canales
longitudinales y uno transversal. En los espacios limitados por los canales longitudinales
del centro y canal transversal se encuentra grabada una rejilla de 9 mm?; esta rejilla
consta de 9 cuadrantes cada de uno de 1 mm? El cuadrante central (que para los
propdsitos de este trabajo es el de interés), se subdivide a su vez en 25 cuadrantes mas

cada uno con un area de 0.04 mm?.

El cubre objetos de la cAmara de Neubauer es sensiblemente mas grueso que los cubre
objetos tradicionales; cuando este se coloca sobre el portaobjetos se tiene una
profundidad de 0.1 mm, de forma tal que el volumen total encerrado por cada uno de los

25 cuadrantes centrales es de 0.004 mm?®.
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Figura 5-4 Método de conteo en cdmara de Neubauer

La muestra homogénea (100 ul) se coloca en el centro de la cdmara y se coloca el
cubre objetos. Se ubica la cAmara de Neubauer sobre el microscopio y se enfoca con el
objetivo de 10x. Posteriormente se localiza el cuadro central de la rejilla (aquel que
contiene los 25 cuadrantes de 0.004 mm?), se realiza el cambio del objetivo a 40x y se
realiza un acoplamiento a un sistema de cémputo y adquisicion de imagenes, el cual
permite amplificar y digitalizar la imagen de la cAmara de Neubauer. La adquisicion de la
imagen se realiza con el software Image Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, MS, U.S.).
Cabe sefialar que se hace necesario este acoplamiento para realizar la cuenta de
células, debido al pequefio tamafio de la bacteria (entre 2 y 0.5um aproximadamente).
Finalmente se realiza el conteo celular y la concentracion se puede calcular con la
siguiente relacion:

cel celulas contada en cuadrante

e 0.002 mm /1000 « Factor de dilucion Ec.9
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5.2.6 Determinacién de acidos organicos por HPLC

La concentracion de acetato, lactato, piruvato, succinato, acetoina y 2,3-butanodiol, fue
determinada mediante analisis de HPLC (Bio-Rad, 1994). Se utiliz6 un médulo de
separacion marca Waters serie 2695, equipado con una columna para andlisis de
acidos organicos Aminex HPX-87H (7.8x300 mm) empacada con una resina de
estireno-divinilbenceno. La elucion se realizd con acido sulfdrico 10 mM, a una taza de

dilucién de 0.6 ml/min y una temperatura de la columna de 40°C.

La deteccion de los compuestos se llevo a cabo con un detector de arreglo de diodos
marca Waters, serie 2996, y un detector de indice de refraccion marca Waters serie
2414 trabajando a una longitud de onda de 210 nm. Las curvas de calibracion de los

compuestos analizados se presentan en el Anexo C.

5.2.7 Andlisis elemental de la célula vegetativa

El andlisis elemental de la bacteria se llevé a cabo para la determinacion de carbono,
nitrégeno e hidrégeno. La determinacion se basa en la combustion catalitica de la
muestra, la separacion de los gases de combustion y su deteccion por conductividad
térmica. Este andlisis se llevo a cabo en el Centro de Investigaciones Quimicas (CIQ),
de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM) en un equipo marca

Elementar Analysenysteme GmbH, Vario EL Il Elementar Analyzer.

5.2.8 Determinacién preliminar de la tension de oxigeno disuelto critica (TOD crit)

La tension de oxigeno disuelto critica (TODgy;) se cuantificd por la técnica de eliminacién

de gas y se realiz6 de la siguiente manera (Yu et al., 2002):

» Encontrdndose ya en la fase exponencial de crecimiento y con ayuda de un
electrodo para la medicion de oxigeno disuelto, se suspende la alimentaciéon de
aire al biorreactor.

 Se toman las lecturas de oxigeno disuelto, hasta que la concentracién en el

medio de fermentacion no varie significativamente.

44



» Posteriormente se grafica el perfil de tension de oxigeno disuelto contra el
tiempo y se ubica la tension a la cual el valor de la pendiente de la recta cambia.

Dicho cambio corresponde a la tension de oxigeno disuelto critica.

5.2.9 Bioensayos de antagonismo in vitro

Se realizaron ensayos de antagonismo in vitro tomando como modelo de estudio el
hongo fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides (Figura 5-5). Los experimentos se
realizaron por triplicado. En estas pruebas se evalué el efecto antagdénico de los
metabolitos producidos por Bacillus subtilis 83, segun lo establecido por Rodriguez
(2005):

» Las células bacterianas se separaron del caldo de cultivo en una centrifuga
Eppendorf, modelo 5417C a 12000 rpm durante 10 min.

» EIl sobrenadante de caldo de cultivo fue filtrado en membranas de 0.22 um de
diametro de poro, con el fin de separar el paquete celular remanente de los
metabolitos producidos.

» Se depositaron 5041 de la muestra de sobrenadante (A) en dos orificios
equidistantes hechos en una placa de medio PDA y con ayuda de un
sacabocados de 5 mm de diametro.

* En otros orificios equidistantes se depositaron 50 pl de agua destilada estéril
como testigo (B).

» Colletotrichum gloeosporioides se inoculd en el centro de la caja Petri en forma
de explante de 5 mm de didmetro de medio PDA con micelio de hongo
previamente crecido durante 6 dias (C).

* Las cajas se incubaron a 30°C por 6 dias y se comparé el didmetro de
crecimiento micelial de C. gloeosporioides en el &rea de la caja Petri, en
presencia del tratamiento y el testigo para obtener un porcentaje de inhibicién
segun la ecuacion:

Inhibicién (%) = 100 % — X % Ec.10

Donde X, es la relacion del diametro de crecimiento del hongo en el eje de A sobre el

diametro de crecimiento del hongo en el eje de B.
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Figura 5-5 Esquema de bioensayo con C. gloeosporioides.



6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cinética de crecimiento y esporulacién de B. subtilis 83 en medio mineral

estandar en cultivos por lote.

Se realiz6 el cultivo en lote de B. subtilis 83, en biorreactores con un volumen de trabajo
de 7L, utilizando un medio mineral suplementado con glucosa, a las concentraciones
establecidas en la seccion 5.1.2.2. El seguimiento se llevé a cabo por 24 h, tomandose
muestra del caldo de cultivo periédicamente. La Figura 6-1, muestra el seguimiento al
crecimiento bacteriano total, vegetativo y la esporulacion de B. subtilis 83, asi como la

evolucién de nutrientes, productos, TOD, y pH.
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Figura 6-1 Cinética de crecimiento de B. subtilis 83 en medio mineral durante cultivo en
lote biorreactor de 7 |, las barras de error indican la desviacion estandar de los
parametros medidos.

Se inoculd el reactor con una concentracion inicial aproximada de 1x10° cel/ml. La fase
exponencial de crecimiento se di6 entre las 0 y 6 h, el consumo total de glucosa como
sustrato limitante se presenta entre las 8 y las 10 h (ver panel b, Figura 6-1). La
concentracion méaxima de células vegetativas lograda en la fase exponencial de

crecimiento, alcanzé valores de 1.5 x 10° UFC/ml. Posteriormente, se presentd una
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etapa de transicion, evidenciada por un descenso de la viabilidad de las células en el
medio de cultivo de hasta un 60% (entre las 10 y 12 horas panel a, Figura 6-1). Se
evidencio un incremento en la concentracion de esporas viables a partir de las 12 h.
Finalmente a la hora 24, la composicion de UFC en el medio de cultivo correspondia

principalmente a esporas viables.

En el panel a, de la Figura 6-1, se evidencia que la concentracion de esporas viables al
final de la fermentacion fue de 0.45x10° spo/ml. Esta corresponde a una eficiencia de
esporulacién de 29 %, medida en relacion al mayor nimero de células vegetativas en el

cultivo (1.5x10° UFC/ml) alcanzadas a las 6h de fermentacion.

El sulfato de amonio consumido en el proceso fue de 1.7 g/l lo que es igual a un 42.5 %
del total adicionado al medio mineral. La concentracion de este sustrato se incrementa
ligeramente en el medio durante la fase estacionaria y de esporulacién, pasando de
2.24 g/llalas 10 h a 2.64 g/l alas 24 h (panel b, Figura 6-1). Es posible que esto ocurra
por el amonio liberado al medio debido a la degradacion de proteinas y enzimas, por

accion de las proteasas de la bacteria (Schultz et al., 2009).

Las concentraciones de células vegetativas logradas durante la fase exponencial del
lote, 1.5x10° UFC/ml, pueden ser comparadas con los trabajos de Morales (2007) y
Rodriguez (2005), donde se produjeron 1.2x10° UFC/ml y 0.7x10° UFC/ml,
respectivamente. Ademas, en el trabajo de Rodriguez (2005), la concentracion de
esporas viables alcanzadas a las 24 h de cultivo fue de 0.5x10° spo/ml, un resultado

similar a los 0.45x10° spo/ml del proceso que aqui se reporta.

El descenso de pH y de la tensién de oxigeno disuelto se dio proporcionalmente al
crecimiento vegetativo. Este comportamiento (panel c¢, Figura 6-1) concuerda con lo
reportado por Nakata y Halvorson (1960) quienes mencionan que las especies del
género Bacillus, en presencia de glucosa, disminuyen el pH como resultado de la
produccién de acidos organicos como el piruvato y el acetato. Como se observa en el
panel d, de la Figura 6-1, durante las primeras 8 h de fermentacién se presenta la
generacion de piruvato, lactato, acetato y acetoina. El &cido piravico se sintetiza y se
excreta al medio durante las primeras 4 h de fermentacién, posteriormente se reintegra
a la célula llegando a valores practicamente de cero a las 6 h. Se sabe que algunas
especies del género Bacillus sp. producen &cido pirdvico al inicio de la etapa de

crecimiento exponencial (Tannler et al., 2008). Su acumulacion posiblemente puede
48



asociarse a un “pool” de alto valor energético en la célula, que puede ser utilizado
posteriormente como sustrato de las principales vias metabdlicas, tales como el ciclo de
los &cidos tricarboxilicos (TCA) o la produccion de acido acético, acido lactico y

acetoina.

Como puede observarse en la figura 6-1 (panel c), el pH presentd un minimo en 10 h de
cultivo (pH=6.28 * 0.19), momento que correspondié al maximo pico de acido lactico,
0.7 £ 0.4 g/l (panel D, Figura 6-1) y al agotamiento de la glucosa (panel b, Figura 6-1).
Luego de las 10 h, el pH en el medio se incrementa de ligeramente hasta 6.4 + 0.1. La
generacion de acetoina estd relacionada con el crecimiento de la bacteria y su
concentracién se incrementa continuamente hasta el agotamiento de la fuente de
carbono, y a partir de ahi, su concentracion disminuye, posiblemente debido a que este
metabolito es reutilizado por la bacteria. EI aumento de la concentracion de acido
acético puede esperarse como un subproducto, debido al consumo de otros metabolitos
del medio de cultivo, como el &cido lactico, la acetoina y/o otros subproductos como

acetoacetato o el acetilbutanodiol segun lo reportado por Lépez y Fortnagel (1972).

El cultivo en lote estudiado se llevo a cabo bajo condiciones de agitacion de 230 rpm y
una velocidad de aireacion de 1 vwm. Para efectos de este trabajo, estas condiciones
del cultivo en lote no aseguran un suministro no limitante de oxigeno al sistema. A pesar
gue la tensién de oxigeno disuelto (TOD) no desciende a valores cercanos a cero
durante la etapa de crecimiento exponencial, entre la 0 y 6h (TOD 22.1 + 13.1%),
alcanza un valor menor a 10% entre la 7h y 8 h de cultivo, lapso en el cual no hay un
incremento en la concentracion de células vegetativas, debido a que posiblemente el
oxigeno posiblemente fue limitante (ver seccién 6.4). Con el fin de la fuente de carbono,
la tension de oxigeno disuelto se incrementa a valores cercanos a 50 + 23 % a las 10 h,
indicando el inicio de la fase estacionaria (panel ¢, Figura 6-1). La cantidad de oxigeno
disuelto en el medio continda en aumento durante la fase de esporulacién, llegando a
valores de 80 + 6.1 % a las 24h de este proceso, momento en el cual la concentracion

de esporas es maxima y su presencia no demanda este sustrato.
La velocidad especifica de crecimiento méxima para esta cepa fue de 0.45 + 0.03 h™.

Este valor es similar al valor reportado por Martinez (1996) (0.4 h™), para otra cepa de

B. subtilis creciendo en este medio mineral.
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Los pardmetros del crecimiento bacteriano vegetativo y generacion de esporas en el

cultivo en lote en medio mineral se resumen en la Tabla 6-1.

Tabla 6-1 Parametros de fermentacion en cultivo en lote de B. subtilis en medio mineral

Parametro Unidades
UFC maximas UFC/ml x10° 1.50 (+0.6)
Esporas viables maximas Spo/ml x 10° 0.45 (£ 0.31)
Y Urcigglucosa UFC/g x 10" 1.50 (+0.6)
Y spolgglucosa Spo/g x 10 0.45 (+0.31)

Productividad de UFC UFC/lh x 10" 2.50 (£ 1.0)
Productividad de esporas  Spo/lh x 10"*  0.19 (x0.12)
u h™ 0.45 (+0.03)

6.2 Anadlisis elemental de la cepa Bacillus subtilis 83.

El andlisis elemental permite determinar el contenido total de carbono, hidrégeno y
nitrdgeno presente en una muestra. Este analisis se realiz6 en el Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ) de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos y

los resultados arrojados se resumen en la Tabla 6.2.

Tabla 6-2 Andlisis elemental de células vegetativas de Bacillus subtilis 83.

Componente % Peso  Relacién Molar

C 43.2 1.00
H 6.6 1.82
N 10.7 0.21

Conociendo la composicion elemental de B. subtilis 83, se calculé el rendimiento de
glucosa en biomasa (células totales), bajo la suposicion de que todo el nitrégeno
consumido es utilizado para la generacion de biomasa al final de la fase exponencial,
momento en el cual se presenta la mayor cuenta bacteriana total. En la figura 6-1 (panel
b) se observa que la cantidad de fuente de nitrégeno consumida hasta ese momento fue
de 1.7 g de sulfato de amonio, por lo que se puede calcular el peso total de biomasa
generada realizando un balance de materia para el elemento nitrégeno. Los resultados

se resumen en la Tabla 6-3.
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Tabla 6-3 Biomasa generada en el cultivo en lote

Compuesto Inicial g/ Consumida g/l Residual g/l

Glucosa 10.0 10.0 0.0
S. Amonio 4.0 1.7 2.3
Biomasa 0.0 0.0 3.3

De la tabla anterior se calcula el rendimiento experimental del proceso:
biomasa 2.05x10 M zel

Ve =033——— oV,
: gihlucosa : gGlucosa

x/

Estos valores de rendimientos celulares seran utilizados como variables para calcular

los flujos de los perfiles alimentados exponencialmente en los cultivos alimentados.

6.3 Mejoramiento del medio mineral

Conociendo la relacién estequiométrica de carbono-nitrdgeno necesaria para el
crecimiento del microorganismo, se implementd un disefio experimental que evalud la
influencia de la concentracién de glucosa, sulfato de amonio y las sales minerales,
sobre la maxima concentracion de células vegetativas viables, durante la fase de
crecimiento exponencial en lote. El estudio consisti6 de dos etapas, una primera de
tamizado, llevada a cabo en matraces y la segunda de escalamiento de los mejores

puntos del disefio en un reactor de 7 .
6.3.1 Disefio experimental

Para evaluar la influencia de las concentraciones iniciales de glucosa, sulfato de amonio
y sales minerales sobre el crecimiento vegetativo y la viabilidad en la fase exponencial
del cultivo en lote, se elaboré un disefio experimental 23, con tres factores (glucosa,
sulfato de amonio y sales) a tres niveles (inferior, centro y superior). El punto al centro
corresponde al medio mineral balanceado estequiométricamente en carbono y
nitrdgeno, con base en el balance de materiales de la seccion 6.2. En la Tabla 6-4 se
muestran los niveles y las concentraciones sustratos (factores) a evaluar y el disefio
experimental, que consistié en 8 experimentos realizados por duplicado y un punto al

centro por triplicado, se esquematiza en la Figura 6-2.
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Tabla 6-4 Niveles de evaluacion de los factores del disefio experimental.

Niveles de evaluacion

Factores i i
Inferior (-)  Centro (0)  Superior (+)
A. Glucosa (g/l) 5.000 10.00 15.00
B. (NH4)>SO4 (g/l) 1.000 1.700 2.400
KoHPO, 2.660 5,320 7.980
—_ KH,PO, 3.200 6.400 9.600
% MgSO0,.7H,0 0.200 0.400 0.600
% MnCl, 0.0025 0.005 0.010
%) CaCl, 0.0020 0.040 0.060
FeS0O,.7H,0 0.015 0.030 0.045
1
I
1
1
B+ |
1
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< |
[0} |
° I
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¢
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Figura 6-2 Esquema del Disefio experimental 2°.

Los resultados del disefio experimental se analizaron con ayuda el software Design
Expert 5.0.7 (Stat Ease Inc., MN, U.S.). Los resultados del analisis de varianza ANOVA,
muestran que los modelos experimentales lineales no se ajustaron a los resultados, sin
embargo, fue posible determinar, con un peso estadistico, aquellos factores mas

influyentes en cada una de las variables de respuesta (Ver Anexo D).

En la Figura 6-3 se presentan los resultados respecto a la maxima concentracion de
células vegetativas viables al final de la fase exponencial y los datos de viabilidad de la

poblacion bacteriana, medidas como la relaciéon de células viables a células totales.
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Figura 6-3 Resultados disefio experimental. A. Concentracion de UFC méxima; B.
Viabilidad: UFC/Cuenta Total. Se resaltan los puntos donde se obtuvieron los mejores
resultados en ambos parametros estudiados.

En el modelo experimental de cuenta viable, el factor positivo con mayor influencia fue
la concentracion de sales en el medio; es decir, un incremento de la concentracion de
las sales (por lo menos dentro del rango estudiado), permitiia maximizar la
concentracion de unidades formadoras de colonia en la fase exponencial de
crecimiento. El valor mas alto de la concentracion de células viables se obtuvo en el
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punto en el cual todos los factores se encontraban a su mayor concentraciéon 2.4 + 0.3
x10° UFC/ml (ver panel A, Figura 6-3). Sin embargo, al analizar los resultados se
observa, que se presenta un ligero incremento en la concentracién de células viables
del 10 %, con respecto al punto central aunque el aumento en la concentracion de la
fuente de carbono fue de 1.5 veces. Esto significa que a pesar de que se genera una
mayor biomasa, el rendimiento de los sustratos en células vegetativas viables

disminuyoé.

En el modelo de viabilidad bacteriana, los resultados permiten establecer que un
aumento de la concentracion de sulfato de amonio (sustrato en exceso) generé una
disminucion de la viabilidad al final de la fase exponencial. Sin embargo, un incremento
de la concentracién del resto de sales, parece contrarrestar este efecto de disminucién
de células viables (ver panel B, Figura 6-3). Esto concuerda con un comportamiento
reportado por Svarachorn et al. (1989) en el cual la presencia de cationes monovalentes
(K*, NH,") induce la autolisis de B. subtilis y que a su vez este efecto es contrarrestado

por cationes divalentes (Ca*™, Mg**, Mn™").

Del andlisis anterior, se seleccionaron las condiciones que permitieran mejorar el
proceso en cuento a la concentraciébn de células vegetativas y la viabilidad de las
células totales en el medio de cultivo. Estos resultados se resaltan en la figura 6-3 y

fueron seleccionados para realizar un escalamiento a reactores de 7 I.

6.3.2 Cinéticas de crecimiento de Bacillus subtilis 83 en medio mineral mejorado.

Se realizaron los cultivos en lote de Bacillus subtilis 83, a las dos condiciones
seleccionadas en la seccion anterior. Estos experimentos se llevaron a cabo en un
reactor de 7 |, bajo las condiciones establecidas en la seccién 5.1.4.1. Se hizo un
seguimiento por 12 h, tomando muestra del caldo de cultivo cada 2 h. Los experimentos
se realizaron por duplicado y en la Figura 6-4 se muestra el promedio de los resultados,
las barras horizontales denotan el error estandar. En el Anexo E se exponen las gréficas
de los duplicados para demostrar la reproducibilidad de los datos. La composicion de los

medios de cultivo evaluados se describen en la tabla 6.5
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Tabla 6-5 Composicién de medios de cultivo seleccionados para mejoramiento del lote.

Medio

Factores

B
Glucosa (g/l) 5.000 10.00
(NH4)2S0O4 (g/) 1.000 1.700
KoHPO, 7.980 5.320
KH,PO, 9.600 6.400
E) MgSO,.7H,0 0.600 0.400
% MnCl, 0.010 0.005
« CacCl, 0.060 0.040
FeS0,.7H,0O 0.045 0.030
Medio A Medio B
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Figura 6-4 Cinéticas de crecimiento de Bacillus subtilis 83 en medios mejorados en
biorreactores de 71. 1zq). Medio A: Glucosa 5 g/l, Sulfato de Amonio 1 g/l, Sales 1.5X;
Der). Medio B: Glucosa 10 g/I, Sulfato de Amonio 1.7 g/l, Sales 1X.

Como era de esperarse, la glucosa se consumié completamente entre las 4 y 6 h para el
medio que la contiene en 5.0 g/l (panel b, Figura 6-4), frente a un tiempo de consumo de

entre 8 y 10 h del cultivo con 10 g/l de glucosa (panel e, Figura 6-4). La velocidad
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especifica de crecimiento maxima de la bacteria fue muy similar para ambos casos
(0.42 + 0.01h™ y 0.42 + 0.06 h™, respectivamente), por lo que se infiere que no hay
indicios de inhibicion del crecimiento debido a la concentracion inicial de los sustratos.
Esto concuerda con lo reportado por Monteiro, et al (2005) quienes indican que para
Bacillus subtilis, concentraciones iniciales de glucosa entre 5y 20 g/l promueven el flujo

de carbono principalmente para la produccion de biomasa.

La mayor concentracién de células vegetativas, se alcanzé en el medio B y fue de
4.4x10° UFC/ml a las 6 h de proceso (panel b- Figura 6-4), mientras el medio A alcanz6
una concentracion de células viables de 1.89x10° UFC/mI (8 h) (panel a, Figura 6-4) (ver
Tabla 6-6). La concentracion de células vegetativas en el medio B fue 2.9 veces mayor
a la lograda con el medio mineral estandar (ver seccion 6.1) y la concentraciéon
alcanzada en el medio A fue igual al medio estandar disminuyendo el consumo de

fuente de carbono a la mitad (5.0 g/L) y el de sulfato de amonio a la cuarta parte (1.0
all).

Por otro lado en la Figura 6-4 (paneles c y f), se observa la evolucion del oxigeno
disuelto en el medio. Para ambos casos estudiados, hay un descenso conforme
aumenta la concentracion celular y asi la demanda de este nutriente. El medio B lleg6 a
encontrarse limitado por este sustrato entre las 6 y 8 h, tiempo en el cual la
concentracion se mantuvo en valores cercanos a cero. Es en este lapso de tiempo en el
cual se presentd un descenso significativo en la viabilidad del medio B, por lo cual fue
probable que esta limitacién afectd directamente el rendimiento de la bacteria durante
esta etapa de la fermentacion. Para el medio A, el descenso de la tension de oxigeno
disuelto en el medio no alcanzd valores de cero. En este caso, la concentracion de
células vegetativas viables no se vio disminuida en el cultivo, manteniéndose en valores

cercanos a 1.5x10° UFC/ml, 6 h después del consumo total de glucosa en el medio.

Tabla 6-6 Parametros de medios de cultivo en lote

Parametro Unidades Cultivo medio inicial Medio A Medio B
UFC méaximas UFC/ml x10° 1.53(20.45) 1.89(0.56)  4.40(1.32)
Y Urcigglucoaa UFC/g x10™ 1.53(0.45) 3.78(+x1.87)  4.40(+1.32)
Productividad de UFC UFC/Ih x10™ 2.50(+0.75) 3.15(+1.86) 7.3(+2.2)
u h* 0.45(0.03) 0.42(x0.01)  (0.42+0.06)
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Con base en estos resultados, se puede afirmar que es posible incrementar en el medio
B la concentracion de células vegetativas viables alcanzadas en el lote evaluado
inicialmente. Ahora es necesario determinar la tension de oxigeno disuelto a la cual es
posible llevar a cabo el crecimiento de la bacteria sin sacrificar los rendimientos

alcanzados hasta ahora.

6.4 Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis 83 en medio mineral mejorado

bajo condiciones de minima tensién de oxigeno disuelto

6.4.1 Determinacioén de la tensién de oxigeno disuelto critica

El objeto de este ensayo fue encontrar un valor preliminar para llevar a cabo un estudio
cinético de la bacteria controlando un minimo de tensién de oxigeno disuelto, con el fin
de asegurar el requerimiento de oxigeno de la célula para evitar un escenario de

limitacion de este sustrato que afecte el crecimiento vegetativo y el rendimiento celular.

En la Figura 6-5 se presenta la variacion de la tension de oxigeno disuelto (como
proporcion al valor de saturacién) en el medio de cultivo, para tres concentraciones
celulares distintas de B. subtilis 83 en fase de crecimiento exponencial. En estos
experimentos se interrumpid el suministro de aire al fermentador y se observé
paulatinamente la disminucién en la concentracién de este sustrato debido al consumo
bacteriano. En un principio la bacteria consumié el oxigeno a una tasa constante, hasta
el momento en el cual se presenta un cambio en la actividad metabdlica de la célula
hacia un metabolismo anaerobio, debido principalmente a la limitacion del ciclo de los
acidos tricarboxilicos por la falta de oxigeno (Yu et al., 2002). Este cambio puede
evidenciarse como un cambio de pendiente en la grafica de TOD vs. t (ver Figura 6-5),
tomando como de referencia que el coeficiente de correlacion de la recta de descenso

de TOD no fuese inferior a 0.98.

El valor tentativo de la tensién de oxigeno disuelto critica esté alrededor del 10 %. Este
dato concuerda con varios de los valores citados de concentracion critica de oxigeno
para bacterias, segun lo reportado por Liang et al. (2006) para B. thuringiensis con TOD
criticas entre 18 % y 12 % y lo reportado por Yu et al. (2002) para E. coli donde las TOD

criticas de oxigeno se encuentran entre el 20 % y 5 %.
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Figura 6-5 Determinacion experimental de la tension de oxigeno disuelto critica
(TODgit) bajo tres condiciones de concentracion celular en el medio de cultivo.

6.5 Cinética de crecimiento de B. subtilis 83 a tensiébn de oxigeno disuelto

minimo de 10 %

El cultivo en lote de B. subtilis 83 se llevd a cabo en un volumen de 20 |, en el
biorreactor de 43 | de volumen nominal (modelo Biostat UD, B. Braun). La TOD en el
medio se mantiene en un valor constante de 10%, por medio de un controlador en
cascada que modifica la velocidad de agitacion del impulsor. El objetivo de este ensayo
fue identificar una tensién de oxigeno disuelto minima en el medio que no representara
un valor limitante para el crecimiento bacteriano y que no afectara los rendimientos
celulares, obtenidos en la seccién anterior. El cultivo comenz6 con un valor de agitacién
base de 100 rpm que se fue incrementando para mantener la demanda de oxigeno de
la bacteria y la tensién de oxigeno disuelto (TOD) minima de 10 %. El medio de cultivo
inicial de este ensayo tiene la concentracion del Medio A (ver Tabla 6-5). Se realiz
seguimiento por 12 h, tomando muestra del caldo de cultivo cada 2 h. Los experimentos
se realizaron por triplicado y en la Figura 6-6 se muestra el promedio de los resultados y
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la comparacién con el cultivo base. En el Anexo E se incluyeron las tres réplicas de los

triplicados para demostrar la reproducibilidad de los datos.

En la Figura 6-6 se presenta la cinética de crecimiento de B. subtilis 83 a TODy,, de
10%, comparada con la cinética de crecimiento de la bacteria en el Medio A presentada

en la seccién anterior, que para efectos de este estudio fue un escenario de exceso de

oxigeno.
Medio A (TODmin 10%) Medio A (Exceso de oxigeno)
1,E+10 E 1,E+10 ¢
: m‘a E //f_—‘\;
g 1E+09 ¢ l 1 E 16400 + e —
) F 2 :[/’/
b + b L
9 4 g b
£ Y
2 1408 § 2 1408 &
© —#— Cuenta Total © g —— Cuenta Total
_ —®— UFCTotales I —e— UFC Totales
1,E+07 : . . . : ) 1,E+07 . . . : .
6 25 _ 6 25 _
5 | b ] 5 f >
= -\i —#— Glucosa ST 20 o _ —8— Glucosa F20 o
% 4 = L5 & ® 4 — s 5
g 3 T —*— Sulfato de Amonio , g g . —4— Sulfato de Amonio , E
x o
éz X -1,og§2 \\i\ F10
[=] o
: 00 I h-——
0 ; ; f » = 00 0 T T T 00 &
100% 100%
—-%0D | 250 [P g | 250
o . S
80% pa =reu - 200 80% 200
8 60% DZE,EZM 150 E QGO% 150 2
T 40% [;’\; 100 © Fa0% 100 ©
on N e
S R
0% T T T T T 0 0% T T T T 0
0,60
Piruvato ~ —®— Acetato d 0 2 4 Tiemf:)o (h) 8 10 12
% 0,50 —*— Acetoina W Lactato
< 040
T
8 0,30 S
£ | - —
8 0,20 2 +
c
o
0,00 7 ; : : & :

Tiempo (h)
Figura 6-6 Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis 83 en lote. 1zq) Medio A a TOD de
10%, biorreactor 20L. Der) Medio A en “exceso de oxigeno”, biorreactor de 7L.

En la Figura 6-6 se observa que la fase exponencial de crecimiento se extiende hasta
aproximadamente las 6 h, tanto en el cultivo a TOD minima, como en el Medio A en
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exceso de oxigeno (paneles a y e, Figura 6-6), momento en que la concentracion de
glucosa llega a valores cercanos a cero (paneles b y f, Figura 6-6). A partir de la
segunda hora de fermentacién se activa el control del oxigeno disuelto y se incremento
gradualmente de la velocidad de agitacion (panel c. Figura 6-6). Los valores de
agitacion se incrementan de 100 rpm hasta un méaximo de 190 rpm, lo cual coincide con
el consumo total de glucosa en el medio. En dicho momento la velocidad de agitacién
desciende, casi de inmediato, nuevamente a 100 rpm (velocidad de agitacion minima).

La demanda de oxigeno vuelve a incrementarse nuevamente entre las 7 y 9 h de
cultivo, probablemente debido al consumo de los acidos organicos generados por la
misma (acetato, lactato) o a otros metabolitos de reserva (acetoina). Finalmente, la
demanda de oxigeno nuevamente disminuye debido al descenso en la velocidad de
agitaciéon y su tendencia continGa a la baja (ver panel ¢ Figura 6-6, entre hora 10 y 12),

evidenciando el inicio de la fase estacionaria y de esporulacion.

La Tabla 6-7 muestra los pardmetros del proceso a TOD controlada y su comparacion
respecto al Medio A en exceso de oxigeno. Existe y una ligera disminucion de 1.89x10°
UFC/ml en el cultivo sin control a 1.51x10° UFC/ml en el cultivo controlado, y que
representa una disminucién del 20 %. Sin embargo, esta diferencia se encuentra entre
el error experimental de la técnica de medicion de UFC (30%) por lo cual no se

considera significativo.

Tabla 6-7 Parametros de crecimiento vegetativo en cultivos en lote

i ) Medio A (Exceso )
Pardmetro Unidades Medio A (TOD 10%)

de Oxigeno)

UFC méximas UFC/ml x10 1.89(+0.57) 1.51(+0.45)
Y Urcigglucoaa UFC/g x10™ 3.78(+1.14) 3.02(+0.90)
Productividad de 1
UFC/Ih x10 3.15(+0.95) 2.50(+0.75)
UFC
H h* 0.42(+0.01) 0.40(0.06)

En conclusion, no se observa una disminucion significativa en las variables evaluadas
durante el crecimiento de la bacteria bajo esta tension de oxigeno disuelto minima, lo
que permitié establecerla como una condicion de oxigeno no limitante para los cultivos

en lote alimentado.
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6.6 Crecimiento vegetativo y esporulacion de Bacillus subtilis 83 en lotes

alimentados

Los cultivos en lote alimentado de B. subtilis 83, se llevaron a cabo en el biorreactor de
43 | de volumen nominal (modelo Biostat UD, B. Braun) adaptado con un controlador de
oxigeno disuelto para mantener la TOD por agitacién en cascada, en el valor minimo de

10 % definido en la seccion anterior.

El cultivo en lote alimentado tradicionalmente consta de tres etapas. La primera es una
fase en lote en la cual se da inicio al crecimiento del microorganismo bajo
concentraciones no inhibitorias de sustratos en el medio de cultivo. Previamente, a la
limitacion de alguno de estos, comienza la alimentacién gradual de los sustratos para
asi prolongar y promover la fase de crecimiento vegetativo. Finalmente, luego de
finalizada la alimentacion, existe una nueva fase en lote, en la cual se terminan de

consumir los sustratos remanentes en el medio y se da la esporulacién de la bacteria.

6.6.1 Disefio de medio de cultivo inicial en lotes alimentados

Para este estudio, se decidié dividir el volumen total de trabajo del fermentador, de la
siguiente manera: la fase en lote inicial se trabajo con un volumen que representara dos
tercios del total, de 20 o 14 litros, y en la alimentacion se adicionaria el restante como

parte de la solucion de alimentacion hasta 10 o 7 litros.

La solucién de alimentacién estuvo compuesta de glucosa y sulfato de amonio. Las
concentraciones en la misma fueron de 500 y 85 g/l, respectivamente y fueron elegidas
con base en el balance estequiométrico que se presenta en la seccion 6.2. Bajo esta

premisa, el medio de alimentacidén se encontraba balanceado estequiométricamente.

También se evaluod el efecto de la adicion de sales (en pulsos) a diferentes tiempos de
la fermentacién, ya que debido a la alta concentracion de glucosa y sulfato de amonio
en la solucién de alimentacién, el incluir las sales en esta solucién acarrearia problemas
de solubilidad, principalmente por la precipitacion de sulfatos y fosfatos. Por lo anterior,
se decidio adicionar el total de sales inorganicas en el medio inicial. La concentracion de
las mismas en el medio de cultivo inicial se calculd, asumiendo la generacion de 50 g/l

de biomasa, partiendo de 173 g/l de glucosa (que seria la concentracion inicial de
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glucosa, si se adicionara el total de glucosa que se alimenta en el medio inicial) y
estimando el requerimiento de cada micronutriente conforme a la composicion elemental
de la bacteria que fue calculada para C,H y N y de la composicion de micronutrientes

promedio tomadas de Buitrago (2004). Los resultados se presentan en la Tabla 6.8:

Tabla 6-8 Composicion elemental de la bacteria. Tomada de Buitrago (2004).

Elemento (Sustrato en el medio de cultivo)  Composicion %

C (CgH1206)* 43.70%
N ((NH,),SO,* 10.68%
O 31.30%
H* 6.550%
P (K;HPO,) 3.000%
P (KH,PO,)
K (K;HPO,) 1.000%
K(KH,PO,)
Ca (CaCly) 0.500%
Mg (MgSO,) 0.500%
Fe (FeSO,) 0.200%
Mn (MnCl,) 0.070%

* El porcentaje en peso de C, Ny H, es el determinado en el andlisis elemental.
Como resultado del calculo, las concentraciones iniciales de glucosa, sulfato de amonio
y de sales en el medio inicial, quedaron determinadas como se consigna en la Tabla

6.9.

Tabla 6-9 Concentracioén inicial de sales en el medio alimentado.

Compuesto Concentracion Inicial (g/l)
CeH1206 10.00
(NH4),S0, 1.700
KoHPO, 5.730
KH,PO, 5.390
CaCl, 1.040
MgSO0,.7H,0 3.800
FeS0O,.7H,0 0.800
MnCl, 0.120
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6.6.2 Evaluacién de los perfiles de alimentacion exponencial y a flujo constante,

observaciones preliminares y disefio de lotes alimentados.

Para lograr altas concentraciones celulares, el modelo de crecimiento microbiano regido
por una estrategia de alimentacion exponencial es muy utilizado (Martinez et al., 1997;
Monteiro et al., 2005). Esto se debe a que es posible controlar la velocidad especifica de
crecimiento de la bacteria, con el flujo de alimentacion preseleccionado. El modelo de
adicion se explica en la seccion 5.1.4.2 y segun la ecuacion 6, el flujo de alimentacién
depende de una velocidad especifica de crecimiento, que si se preestablece, y si los
demas factores de la fermentacion (volumen inicial, concentracion inicial de células,
concentracién de sustrato en la alimentacién, rendimiento de biomasa en sustrato) se
mantienen constantes, resulta aplicable.

F = HV,X,)exp(ut)

SOY%

Ec.6

Con base en la ecuacion anterior y en los parametros de rendimiento y concentracion

celular encontrados en el lote la Tabla 6-10 resume los datos calculados.

Tabla 6-10 Variables cinéticas del cultivo en lote de Bacillus subtilis 83.

Variable Valor

V,: Volumen inicial (ml) 14000
Xo: Concentracion inicial (UFC/ml) 2.2x10°
S.: Concentracién glucosa en alimentacion (g/ml) 0.5
Y,s: Rendimiento de glucosa en células (cel/g) 4.4x10"

El primer flujo de alimentacion exponencial se calculé para una velocidad especifica de
crecimiento (p) de 0.15 h™'. Este valor se toma con base en los resultados obtenidos por
Martinez et al. (1997) en los cuales, a esta velocidad especifica de crecimiento en la
alimentacion logra incrementar el valor de biomasa de Bacillus subtilis alcanzada en lote
alimentado de 6 a 10 veces con respecto al cultivo en lote, en un medio mineral con

componentes similares.

La Figura 6-7 ilustra los resultados del Lote Alimentado | (LAI). El comienzo de la

alimentacion se fij6 hacia las 6 h de iniciado el cultivo (cercano al final de la fase
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exponencial) y se extendio durante 26 h, luego de lo cual (y debido a la acumulacion de
glucosa en el medio), se observé de nuevo una fase en lote post-alimentacion, en la
cual se consumid el remanente de glucosa, hasta que finalmente comienza la fase

estacionaria y de esporulacion.
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Figura 6-7 Cinéticas de crecimiento y esporulacién en LAI.

En la Figura 6-7 (panel a) se observa que se logra extender la fase de crecimiento
vegetativo; sin embargo, no fue posible alcanzar un equilibrio entre la cantidad de
glucosa adicionada y la glucosa consumida por la bacteria, por lo que este sustrato se
acumulé paulatinamente durante la alimentacion en el medio, alcanzando una

concentracion maxima de 120.6 g/l.
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En la etapa de lote inicial, la velocidad especifica de crecimiento fue de 0.5 h™* durante
las primeras 6 horas de cultivo, muy similar a la que se presentaba en el Medio B de
0.42h™*(seccion 6.3.2). Sin embargo, en la etapa de alimentacion se presentd un
comportamiento que no estaba previsto. Durante las primeras 6 h de iniciada la
alimentacion se observé una disminucion de UFC en el medio de cultivo, a pesar de que
al microscopio fue medible un aumento en el total de células (panel a, Figura 6-7). Estas
UFC se incrementaron nuevamente a partir de la hora 18, a una velocidad especifica de
crecimiento de 0.14 h™, cercana a 0.15 h™ con la que se predisefi6 la alimentacion. Sin
embargo, es muy probable que esta velocidad especifica de crecimiento no estuviese
ligada al flujo de alimentacion y fuese mas bien una consecuencia de la concentracion
de la glucosa que en ese momento se encontraba acumulada en el medio (de 10.4 g/l a
la hora 18), llegando a valores cercanos a 120 g/l a la hora 30. Ademas se puede
observar, que el perfil de alimentacion de glucosa difiere de la pendiente de consumo de
glucosa por parte del microorganismo (panel b, Figura 6-7), evidenciando un descenso

en la velocidad de consumo de glucosa (panel e, Figura 6-7).

Una primera respuesta sobre la razon de este comportamiento, es que la bacteria pudo
verse enfrentada a condiciones de estrés nutricional durante las primeras horas de
alimentacion (los valores de glucosa y sulfato de amonio en el medio llegan a valores
cercanos a 0 entre la hora 6 y 12 del cultivo), y por eso la viabilidad de las células
durante este tiempo disminuy6. Se sabe que durante el inicio de la fase estacionaria,
Bacillus subtilis produce enzimas degradativas (Phillips and Strauch, 2002), o factores
de canibalismo (Gonzéalez-Pastor, 2011), que atacan a las propias células de Bacillus.
De igual manera es posible suponer que el flujo de alimentacién inicial del cultivo
anterior estuvo subestimado, ya la concentracion celular que se tenia en el momento de
iniciar la alimentacion (6.2x10° UFC/ml) era mayor a la considerada en el modelo de
alimentacion (2.2x10° UFC/ml).

Para evaluar esta hipoétesis, se decidié realizar un cultivo alimentado, pero llevando a
cabo una alimentacion a un flujo constante de 22.8 g/lh, denominado LAIP (Figura 6-8),
un flujo mucho mayor que los 0.75 g/lh con los cuales comienza la alimentacion
exponencial en LAIL Con esto se esperaba que se evitara que la bacteria estuviese
expuesta durante varias horas a concentraciones bajas de sustrato durante el inicio de

alimentacion.
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Los resultados de este cultivo (LAIP) se ilustran en la Figura 6-8 y, al igual que en el
cultivo LAI, se dio inicio a la alimentacion a las 6 h de cultivo. La concentracion de
glucosa y de sulfato de amonio presentaron una rapida acumulacion, alcanzando

valores de 70 g/l y de 6.2 g/l, respectivamente, en tan solo 3 horas de alimentacion.
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Figura 6-8 Cinética de crecimiento LAIP. Las lineas punteadas muestran el comienzo y
el final de la alimentacion.

Se pueden distinguir dos etapas de crecimiento bacteriano. La primera, es exponencial
y corresponde al lote inicial y a una velocidad especifica de crecimiento maxima cercana
a 0.6 h™. La segunda ocurre luego de iniciada la alimentacion, entre las 6 y 27 horas,
donde la velocidad especifica de crecimiento va disminuyendo gradualmente de 0.2 h*a
0.1h™

A pesar de que se observa una disminucion paulatina en la velocidad especifica de
crecimiento de la bacteria, la concentracion de UFC en el medio de cultivo no disminuye
como en el cultivo presentado anteriormente, por el contrario, se incrementa aunque a
velocidades especificas de crecimiento menores. Es posible que una alta acumulacion
de glucosa haya traido consigo inconvenientes asociados con la inhibicion de
crecimiento por altas concentraciones de substrato. Este fendmeno de inhibicion es
especifico para cada cepa en particular. Por ejemplo; para B. thuringiensis var. kurstaki,

concentraciones iniciales de glucosa mayores a 56 g/l traen como consecuencia la
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disminucion de la velocidad especifica de crecimiento y del rendimiento de glucosa en
células (Arcas et al., 1987); sin embargo, B. thuringiensis var. israelensis mantiene su
méxima velocidad especifica de crecimiento, hasta concentraciones iniciales de glucosa
de 75 g/l (Berbert-Molina et al., 2008). Martinez et al (1997) han reportado que para B.
subtilis, la velocidad especifica de crecimiento inicial no se ve afectada a

concentraciones iniciales de glucosa entre 10 y 30 g/l.

Con base en los cultivos alimentados a flujo exponencial y a flujo constante evaluados
anteriormente, se disefiaron los perfiles de los demas cultivos alimentados que se
mostraran a continuacion y se dividieron en tres series de experimentos: cultivos
alimentados exponencialmente (LAIl y LAIIl), cultivos alimentados a flujo constante
(LAIV-LAVI) y cultivo alimentado a flujo mixto (LAIX). Los perfiles de alimentacién se
ilustran en el Anexo F. Asi mismo, los resultados de todos los lotes alimentados se

analizaran en las secciones 6.6.3 y 6.6.4.

6.6.2.1 Disefio de cultivos alimentados exponencialmente (LAII, LAIII)

El flujo de adicion exponencial de glucosa y sulfato de amonio se ajusté con el perfil
exponencial de consumo de glucosa por parte de la bacteria que se obtuvo en el cultivo

LAIP, entre la hora 6 y 15 (panel d, Figura 6-8), bajo la consideracion:

Total de glucosa consumida = Totalde glucosa adicionada Ec.11

d(Glucosa consumida )
dt

=F Ec.12

Lo esperado con estos ensayos era evitar la disminucion de la concentracion de células
viables al inicio de la alimentacion como se presento en el cultivo LAI (panel a, Figura 6-
7) y evitar la acumulacién de los sustratos alimentados como ocurrié en LAIP (panel b,
Figura 6-8). El tiempo de inicio de alimentacién se adelanté a las tres horas con el
objetivo de evitar concentraciones de glucosa cercanas a cero al comienzo de la
alimentacion. Las caracteristicas de los lotes alimentados a flujo exponencial se

muestran en la Tabla 6-11.
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6.6.2.2 Disefio de cultivos alimentados a flujo constante (LAIV, LAV, LAVI, LAVII,

En la figura 6-9 se esquematiza la estrategia de adicién a flujo constante. En estos
cultivos se espera a priori que la glucosa se acumulase en el medio de cultivo al inicio
de la alimentacion, debido a que la alimentacion de sustratos supera la demanda de
consumo por parte de la bacteria. Conforme la concentracién de células vegetativas se
incrementa, de igual manera lo har4 la demanda de sustratos, y se alcanzara un estado
en el cual la demanda de la bacteria superara la alimentacion de sustratos, por lo cual la
glucosa remanente se consumird. Finalmente, el flujo alimentado de glucosa se
consumira conforme de realiza la adicion, extendiendo el crecimiento vegetativo hasta el

momento en el que los nutrientes adicionados no lo puedan sostener y comenzara una

Tabla 6-11 Caracteristicas de los perfiles de alimentacion exponencial.

Caracteristica Perfil de alimentacién

Exponencial

Denominacién LAI LAII LAIII
Intervalo de Flujo (g/lh) 0.75-25.5 1.00-34.0 1.00-34.0
u(h'l) estimada 0.15 0.20 0.20
Tiempo de alimentacion (h) 26 18 18
Relacié n C/N 11.0 18.0 11
Inicio de alimentacion (h) 6 3 3

LAVIII):

fase estacionaria y de esporulacion.
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El flujo de adicion se evalué en un intervalo de adicion de glucosa entre 12.6 g/lh y 2.9
g/lh. Que son valores corresponden a 1/2 y 1/8 del flujo que se alimento en LAIP (22.8
g/ln). Estos experimentos se llevaron a cabo con el fin de evitar la acumulacion de
glucosa al inicio de la alimentacién, tal como ocurrié en LAIP (panel b, Figura 6-8) donde
se alcanzaron valores de 127 g/, que pudieron inhibir el crecimiento bacteriano. Las

caracteristicas de los lotes alimentados a flujo constante se muestran en la Tabla 6-12.

Tabla 6-12 Caracteristicas de los perfiles de alimentacion a flujo constante.

Caracteristica Perfil de alimentacion
Constante
Denominacion LAIP  LAIV LAV LAVI LAVII  LAVIII
Intervalo de Flujo (g/lh) 22.8 12.6 5.1 2.6 51 29 29
u(h™) estimada ‘ 0.43 ‘
Tiempo de alimentacién (h) 9 17 34 18 18 54 53
Relacion C/N 11 11.0 11.0 11.0 11.0 11.0
Inicio de alimentacion (h) 6 3 3 6 6 3

6.6.2.3 Cultivo alimentado mixto (LAIX)

El cultivo mixto se denomina de esta manera por presentar una estrategia de
alimentacion que se dividié en un perfil exponencial al comienzo y luego una tasa de
adicién a flujo constante. Las caracteristicas de lote alimentado a flujo mixto se

muestran en la Tabla 6-13.

Tabla 6-13 Caracteristicas del perfil de alimentacion a flujo mixto

Caracteristica Perfil de alimentacion

Mixto

Denominacion LAIX
Intervalo de Flujo (g/lh) 0.75-3.9 3.9
u(h™ estimada 0.15 N/A
Tiempo de alimentacion (h) 12 12

Relacién C/N 11.0

Inicio de alimentacion (h) 4

Cada cultivo en lote alimentado que se realiz6 en una sola ocasion, sin réplicas. Los

resultados de lo planteado en las secciones 6.6.2.1, 6.6.2.2 y 6.6.2.3 tuvieron una serie
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de comportamientos generales que se analizaran a detalle y que permitirdn discernir las

diferencias particulares de cada estrategia de alimentacion seleccionada.

6.6.3 Comportamientos generales: cambios morfolégicos y fisiolégicos de los

cultivos en lote alimentado

A pesar de las diferencias de los perfiles y flujos de alimentacion disefiados en la
seccion anterior, los resultados que se presentaran en este trabajo indican que se
presentd un comportamiento similar en el crecimiento microbiano y en los cambios
morfoldgicos de la célula durante el proceso de fermentacion en lote alimentado. Estas
similitudes permitieron dividir el proceso de fermentacion en cuatro fases diferentes:
Fase I. Crecimiento vegetativo; Fase Il: Estado de transicidon y primera esporulacion;
Fase Ill: Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y

esporulacién final. Cada una de estas fases presentd caracteristicas bien definidas.

Las diferentes tipos de alimentacion influyeron en los valores de los parametros
generales de la fermentacion (concentraciones celulares y de metabolitos producidos,
rendimientos y productividades), por lo cual fue posible establecer las diferencias entre

los tipos de alimentacion y el producto generado en mayor proporcion.

La Figura 6-10 muestra, a manera de ilustracion, las cuatro fases que se identificaron en
los cultivos alimentados, utilizando como referencia el cultivo en lote alimentado LAVIII.
Adicionalmente, en la Figura 6-11 se presentan micrografias de muestras de caldo de
cultivo tomadas en diferentes tiempos de la fermentacion y que detallan la evolucion
morfolégica de la bacteria durante el proceso de fermentacién. Las cinéticas de
crecimiento bacteriano y esporulacion de cada lote alimentado se muestran en detalle

en el Anexo G, junto con las micrografias de los cultivos que se incluyen en el Anexo H.

6.6.3.1 Fase I: Crecimiento vegetativo

El cultivo comienza con una primera etapa de crecimiento vegetativo, la cual se da
posterior a la inoculacion y durante el arranque del proceso en modo lote. Se caracteriza
por presentar un crecimiento exponencial de la bacteria en el medio mineral a altas
velocidades especificas de crecimiento (>0.4h™). Durante esta etapa, el incremento en

la concentracion de células viables se da paralelamente con el incremento en la

70



concentracion de células totales (panel a, Figura 6-10) y se extiende durante las
primeras 6 0 9 h de la fermentacion. En las imagenes microscépicas de muestras del
medio de cultivo se observan primordialmente células vegetativas de forma bacilar,
largas y organizadas en cadenas de varios miembros, que van disminuyendo de tamaifo

hasta el final de esta etapa (panel a, Figura 6-11).

Este crecimiento viene acompafiado de una disminucién vertiginosa en los valores de
pH (panel e Figura 6-10). Se presenta la produccion de acidos organicos como acetato y
y de compuestos neutrales como acetoina y 2,3-butanodiol (panel f, Figura 6-10). El
descenso en la TOD indica igualmente un incremento en la demanda de oxigeno por
parte de la bacteria, activando el control de la TOD en el valor de 10 %, incrementando

la velocidad de agitacion del impulsor (panel d, Figura 6-10).
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Figura 6-10 Cinética de crecimiento y esporulacién en cultivos alimentados LAVIII. Fase
I: Crecimiento vegetativo; Fase II: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il
Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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Figura 6-11 Micrografias 40x de muestras del caldo del cultivo del lote LAVIII. A) Fase I,
a Oh, 3h y 6h de fermentacion, células vegetativas largas; B) Fase Il, a 9h y 24h de
fermentacion, disminucion de tamafio y aparicion de esporas; C) Fase lll, a 37h y 52h
de fermentacion, poblacion heterogénea ; D) Fase IV. a 73y 78 h de fermentacion,
poblacion heterogénea.
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6.6.3.2 Fase II: Estado de transicidn y primera esporulacion.

Sin importar el tiempo de inicio de la alimentacion, esta fase se caracteriza por una
disminucion en el crecimiento vegetativo de todos los cultivos, en un periodo
comprendido entre las 9 y 15 h. En esta etapa, se presenta una disminucién en la
velocidad especifica de crecimiento de la bacteria, junto con una disminucion en la
viabilidad de la poblacion bacteriana. Es decir, a pesar que es evidente un aumento en
la concentracion de células totales (biomasa) en el cultivo, la poblacién de células

vegetativas no aumenta e inclusive disminuye (panel a, Figura 6-10).

En la seccién anterior se sugirié que la disminucion en la concentracién de células
viables se debia principalmente a una posible limitacion nutricional que estaba
ocurriendo en el medio de cultivo. Sin embargo, se observa que este evento ocurre
inclusive cuando los sustratos alimentados nunca se encuentran en concentraciones
limitantes en el medio. Tal es el caso del lote alimentado de la Figura 6-10, en el que,
tanto la concentracion de glucosa, como la de sulfato de amonio, no son limitantes y
permanecen en valores superiores a 10 g/l y 1 g/l, respectivamente, durante el lapso de

tiempo cuando ocurre la disminucion en UFC (ver paneles a, b y ¢, Figura 6-10).

Lépez-y-Lépez y de la Torre (2005) han reportado un comportamiento como el descrito
aqui para cultivos alimentados de B. thuringiensis. Los autores observaron que la
velocidad especifica de crecimiento de la bacteria disminuye durante la alimentacion,
incluso cuando la concentracion de los nutrientes en el medio supera a aquellas
concentraciones que se tenian al comienzo de lote. Esto debido a que se establece un
estado de “transicion” en la bacteria. Los autores sugieren que el establecimiento de
este estado intermedio se debe a causas distintas a la limitacion por nutrientes y que
puede estar relacionado con mecanismos de respuesta a péptidos o feromonas de
quorum sensing generados en cultivos de alta densidad celular (Dunny and Leonard,
1997).

A la par de la disminucién en la velocidad especifica de crecimiento, igualmente lo hace
la velocidad de consumo de glucosa (panel e, Figura 6-10) y existe un descenso en la
demanda de oxigeno por parte de la bacteria, que se evidencia con una baja en la

velocidad de agitacion (panel d, Figura 6-10).
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La disminucion en la velocidad de consumo de glucosa trae consigo la acumulacién de
este sustrato en el medio. En algunos casos, esta acumulacion se presenta en el
comienzo de la etapa de transicion, sobre todo cuando los flujos de alimentacion son
muy altos. Es posible que la bacteria utilice este exceso en la fuente de carbono para la
fabricacion de matrices poliméricas (Marvasi et al., 2010), por lo cual la viscosidad del
cultivo se incremento6 en algunos casos hasta 20 veces (Anexo I). Se ha reportado que
B. subtilis puede producir acido y-poliglutdmico (PGA) y otros exopolisacaridos en
presencia de glucosa y sulfato de amonio (Goto and Kunioka, 1991). Segun varios
autores (Goto y Kunioka 1997; Richard y Margaritis 2006 y Ogawa et al 1997) la sintesis
de PGA se realiza durante el final de la fase exponencial y el comienzo de la fase
estacionaria. Es posible que la sintesis de estos exopolisacaridos se promovieran la
formacion de agregados celulares (Figura 6-12) en los cuales existirian limitaciones
nutricionales locales debidos a problemas difusionales que desencadenarian el proceso
de esporulaciéon de las células del agregado a pesar de que en el seno del medio de

cultivo la concentracidon de nutrientes no fuera limitante.

Figura 6-12 Ejemplo de agregado de células formado en el medio de cultivo durante la
Fase Il.

En el panel f de la figura 6-1, se observa la generacion y acumulacion de acetoina y 2,3-
butanodiol en el medio. Se sabe que en Bacillus subtilis, estos compuestos se sintetizan
bajo condiciones de sobreflujo de carbono (Tobisch et al., 1999). Adicionalmente juegan
un papel importante previniendo la acidificacion del medio, cambiando el metabolismo
de la célula: de formacién de acidos a la produccién de compuestos neutros. Esto
explica el porqué las concentraciones de acetato en el medio permanecieron en valores
bajos, no superiores a 3 g/l mientras hubiese glucosa en el medio (panel f, figura 6-10).

Otra funcién asociada con la via productora de acetoina y 2,3 butanodiol es la

74



regeneracion de poder reductor generado durante la glucdlisis, regulando la relacion de
NADH/NAD" dentro de la célula (Celinska and Grajek, 2009).

El estado de transicion de B. subtilis, es un estado de toma de decisiones. La bacteria
expresa varias funciones que le seran de utilidad para buscar fuentes alternativas de
nutrientes y competir efectivamente por los recursos disponibles, con el fin de
encaminarse por una decision final (Phillips and Strauch, 2002). Estas funciones no se
desarrollaran de manera uniforme en todas las células, sino que existiran diferentes
grupos, resultando en una poblacién heterogénea. Con base en esto es posible suponer
que durante este periodo de transicién y esporulacion, existen en el medio varios tipos
de células, concordante con lo reportado por Lopez et al (2009). Al inicio de la fase de
transicion, hay células vegetativas encargadas de la produccién de la matriz polimérica,
otras capaces de expresar la maquinaria de enzimas degradativas y otras productoras
de factores de aniquilamiento y/o toxinas (células canibales, (Gonzalez-Pastor, 2011))
que pueden atacar a la misma poblacion bacteriana que no habia comenzado su

proceso de esporulacion, retrasando su propio compromiso de iniciar este proceso.

Posteriormente, la aparicion de esporas viables al final de esta fase indica que la
esporulacion fue la eleccion final de un grupo de células vegetativas (panel a, Figura 6-
11).

Las imagenes al microscopio tomadas de muestras del cultivo evidencian que hay una
disminucion del tamafio de las células vegetativas y es también evidente la aparicion de
fléculos o agregados celulares compuestos por células en proceso de esporulacion o de

esporas libres (panel B, Figura 6-11y Figura 6-12).

6.6.3.3 Fase lll: Reanudacion del crecimiento vegetativo

La Fase Ill comienza con la reanudacion del crecimiento vegetativo. El medio de cultivo
ha dejado de ser un medio mineral, para convertirse en un medio complejo, que
contiene restos celulares (proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, etc.) liberados en
los procesos de muerte y maduracion de las esporas. La poblacién que constituye el

medio esta conformada por células vegetativas, esporas y restos celulares.
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La concentracion de células viables en el medio de cultivo aumenta y se observa que la
poblacién de esporas viables en el medio mantiene un comportamiento oscilatorio, lo
gue hace pensar que puede existir un estado de transicion permanente, en el cual
ocurren simultdneamente procesos de esporulacion, germinacion y de crecimiento
vegetativo. El incremento en la velocidad de agitacion es evidencia de un aumento en la
demanda de oxigeno disuelto por parte de las bacterias, resultado del incremento en la

poblacion bacteriana (paneles a y ¢, Figura 6-10).

De igual manera, en esta etapa continla la sintesis de acetoina y el 2,3-butanodiol
(panel f, Figura 6-10) asociado al crecimiento de la bacteria y a la glucosa acumulada en
el medio de cultivo. Las imagenes al microscopio de muestras del caldo de cultivo de
esta fase de crecimiento muestran su heterogeneidad: existen células vegetativas

(largas y pequefias) y esporas (panel C, Figura 6-11).

6.6.3.4 Fase IV. Fase estacionaria y esporulacién final

Con el agotamiento de la glucosa, el cultivo entra en una fase estacionaria, donde el
crecimiento celular se detiene, la demanda de oxigeno disminuye y el pH del medio
comienza a incrementarse, consecuencia del consumo de acetoina y 2-3 butanodiol. Es
apreciable un ligero incremento en la concentracion de acido acético llegando a valores
de 4.0 g/l, al final de la fermentacién (panel f, Figura 6-10), que es liberado como

subproducto del consumo de acetoina (Lopez and Fortnagel, 1972).

Se evalud la esporulacion durante al menos 16 horas después del agotamiento de la
glucosa. Luego de 20 horas de fase estacionaria tan solo un 20 % de las UFC al final
del proceso correspondian a esporas viables, lo que indica que en el medio todavia hay
una poblacion mixta de células vegetativas y de esporas (panel d, Figura 6-10). La
esporulacién puede verse retrasada debido a la presencia de acetoina, 2,3-butanodiol y
acetato que pueden ser reutilizados por la bacteria como reserva energética durante
esta fase (Celinska and Grajek, 2009). Adicionalmente, se conoce que este proceso
puede estar sujeto a represion catabdlica de metabolitos, como lo postula Schaeffer, et
al (1965).
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6.6.4 Parametros generales del proceso bajo diferentes flujos y perfiles de

alimentacion

En la seccidén anterior se describieron las caracteristicas de cada una de las fases
identificadas en el proceso de fermentacion en lote alimentado. Existen diferencias
puntuales en los parametros generales del proceso (concentracion de unidades
formadoras de colonia, concentracién de esporas viables, generacién de subproductos,
entre otras) que dependen de los perfiles y los flujos de alimentacion que fueron

evaluados.

Uno de los propésitos de este trabajo era incrementar la concentracién de células
vegetativas empleando una estrategia de lote alimentado, a las cuales posteriormente
se les impondria condiciones que permitieran la esporulacion, para finalmente obtener
una alta concentracion de esporas viables. Sin embargo, los resultados de este trabajo
demostraron que es posible desarrollar procesos de alta densidad celular y de esporas
viables, que generan adicionalmente altas concentraciones de metabolitos de alto valor
agregado como la acetoina y el 2,3-butanodiol, que adicionalmente pueden ser
utilizados por la bacteria como parte de su maquinaria involucrada en el proceso de
control biolégico. Las tablas 6-13 y 6-14 muestran los datos sobresalientes con respecto
a las maximas concentraciones celulares y produccion de subproductos en los cultivos

alimentados realizados en este trabajo.

Tabla 6-14 Datos sobresalientes con respecto a células y metabolitos generados.

PERFIL LOTE  EXPONENCIAL CONSTANTE MIXTO
Caracteristica Unidades | STD | LAI LAl LAl | LAP LAV LAV LAVI LAVl LAVII | LAIX
Flujo de 075- 1.00- 1.00- 0.75-
alimentacion g/ln NA | 255 340 340|228 126 51 26 51 29 | 544
Tiempo UFC
o H 6 42 51 47 | 27 48 51 48 64 59 28
UFC maximas UFICO/{B" X | 015 | 760 153 223 | 290 114 235 227 217 417 | 540
Tiempo Spo H 24 | 63 71 71 | 27 75 712 72 717 73 48
maximas
Esporas viables 10
orae viat Spoimix10® | 0.05 | 1.40 030 066 | 0.51 034 088 076 107 103 | 3.3

Eficienciade o,/ ;remayx | 030 | 018 020 030 | 012 024 037 033 050 025 | 0.60
esporulacion

Acetoina

generada (g/L) g/l 0.43 | 268 478 506 | 564 353 361 355 43.0 392 | 217
g;‘gf;d"f'(‘;'n) gll ND | 850 320 278|578 7.73 184 118 422 468 2.6
G;éicc(i)iﬁ;g;al g/l 10 | 170 183 186 | 68 182 169 156 159 157 87

NA: No Aplica; ND: No determinado
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En el cultivo alimentado LAIX se obtuvieron las mayores concentraciones de esporas
viables y los mayores rendimientos en células viables y en esporas viables comparados
con los demds cultivos alimentados. Estos valores representan un incremento en la
concentracion de esporas viables de 73 veces mientras la productividad del proceso de

aumenta 35 veces con respecto al medio mineral inicial.

Tabla 6-15 Rendimientos y productividades de los cultivos realizados con diferentes
perfiles de alimentacion.

PERFIL LOTE EXPONENCIAL CONSTANTE MIXTO
Caracteristica Unidades STD LAI LAII LAl LAIP  LAIV LAV LAVI LAVII LAV LAIX
Flujo de 0.75- 1.00- 1.00- 0.75-
alimentacion g/lh NA | 255 340 340 | 228 126 51 26 51 29 | 546
Y UFC/g glucosa UFC/g x10™ 1.50 4.47 083 120 | 429 079 139 145 137 2.66 5.98
SPO/g x
Y spog glucosa 1ot 0.45 0.82 0.17 035 | 050 0.19 052 048 0.68 0,66 3.60
Y(Acetoinalg
glg 0.04 0.15 0.26 0.27 | 0.08 0.19 021 023 0.25 025. 0.02
glucosa)
Y (2-3But/g
g/ ND 0.07 0.02 0.02 0.09 0.04 0.01 0.07 0.05 0.03 0.03
glucosa)
Productividad UFC/Ih x
1 2.50 18.10 2.99 475 | 10.74 2,38 461 4.72 3.39 7.06 19.29
de UFC 10
Productividad
SPO/Ih x
de esporas 10t 0.19 2.22 0.43 0.93 1.90 0.46 1.22 1.05 1.39 1.41 6.53
viables

ND: No determinado

En el cultivo LAIX, la glucosa alimentada al medio fue consumida inmediatamente por la
bacteria y en consecuencia no hubo acumulacion de este sustrato. Por esta razon
disminuye la sintesis y acumulacién de metabolitos relacionados con el sobreflujo de
carbono (acetoina, 2,3-butanodiol que no superaron los 3 g/l durante el cultivo),
comparado con lo ocurrido en los otros cultivos alimentados (LAI-VIII, LAIP). Esto
permitid que la fuente de carbono se utilizara principalmente para la generacién de
biomasa. El rendimiento de glucosa en UFC maximas se incrementd en un 35 %, con
respecto al lote Medio B (ver Tabla 6-6), escenario seleccionado en lote por sus mejores

parametros para la generacion de células vegetativas.

La productividad de este proceso (LAIX) también se ve favorecida, ya que se elimina el
tiempo empleado en consumir la glucosa residual al final de la alimentacion, por lo que

inicia la fase estacionaria y de esporulacion, justamente en ese momento. La
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productividad de esporas viables alcanza un considerable incremento, 3 veces respecto
al segundo mejor lote alimentado (LAI) y de 34 veces con respecto al cultivo en lote en

el medio estandar (ver Tabla 6-15).

A pesar de que el cultivo LAI alcanzé una mayor concentracion de células viables (con
respecto al cultivo LAIX), la eficiencia de esporulacion de este proceso fue muy baja (un
18 %, frente a 60 % del LAIX). Estos dos ultimos cultivos tienen la similitud de que la
alimentacion se lleva a cabo a una misma velocidad de flujo durante las primeras 12 h,
luego de las cuales, el perfil de alimentacién en LAl continGa exponencialmente (la
glucosa se acumula a concentraciones de hasta 120 g/l a las 32 h), mientras que el
cultivo LAIX tuvo a un valor de alimentacion a flujo constante de 3.86 g/lh durante otras
12 h, sin que haya evidencia de glucosa residual en el medio. Las velocidades
especificas de crecimiento en la Fase Ill son las mas altas que se obtuvieron en todos
los cultivos alimentados: 0.2 h™ para el lote alimentado LAIX (entre las 16 y 28 h) y de

0.14 h™ para el lote alimentado LAI (entre las 18 y 42 h de proceso).

Los cultivos alimentados LAII, LAIll, LA IV, LAV, LAVI, LAVIl y LAVIIl presentan
velocidades especificas de crecimiento en la Fase Ill que no superan los 0.05 h™. Estas
bajas velocidades especificas de crecimiento en la Fase lll, pueden atribuirse a la
acumulacion de sustancias inhibitorias u otras fuentes de nutrientes, producidas durante
la etapa de transicion. Un ejemplo de estas sustancias es la subtilisina, la cual es
producida durante las etapas 0 y Il del ciclo de esporulacion de B.subtilis (Pierce and
Robertson, 1992). Es posible que debido a que los flujos iniciales de alimentacion de
estos cultivos fueron altos, durante la etapa de transicion, las células vegetativas que se
encontraban produciendo este tipo de enzimas hayan utilizado la fuente de carbono en
exceso para su sintesis y liberacion al medio de las mismas, resultando en una
acumulacion que resultaria inhibitoria en la etapa posterior de reanudacion de

crecimiento.

Sin embargo, la acumulacién de glucosa en el medio no resulté del todo desfavorable,
debido a la produccién de altas concentraciones de acetoina y 2,3-butanodiol. En los
cultivos alimentados mencionados anteriormente, se lograron titulos de acetoina
mayores a 35 g/l al final de la Fase IV y, en algunos casos, la suma de las
concentraciones de acetoina y 2,3-butanodiol superaron los 51 g/l (LAIl y LAIIl). Los

rendimientos de glucosa en acetoina y 2,3-butanodiol juntos son de 0.3 g acetoina +
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2,3-butanodiol /g glucosa y representan cerca del 60 % del rendimiento tedrico para

estas reacciones, 0.49 g acetoina/ g glucosa y 0.50 g 2,3-butanodiol / g glucosa.

La maxima concentracion de acetoina alcanzada en este trabajo fue de 50.6 g/l en el
cultivo LAIIl (Tabla 6-13) y comparada con los valores méas altos reportados en la
literatura significa un incremento del 43 % en la concentracion maxima de acetoina

reportada para B. subtilis (Xiao et al., 2006).

Una investigacion reciente ha reportado la produccién de 2,3-butanodiol en cultivos en
lote y en lote alimentado por parte de una cepa de Bacillus amyloliquefaciens cultivada
en medios complejos y usando concentraciones de glucosa de hasta 200 g/,
obteniendo valores de 96 g/l de 2,3-butanodiol y 20 g/l de acetoina (Yang et al., 2011).
Esto parece indicar que, a pesar que el titulo de acetoina reportado, es mayor al
encontrado en este trabajo, la seleccién del producto de interés (acetoina o 2,3-
butanodiol) dependera de parametros de proceso y operacion tales como la velocidad
de agitacion, el coeficiente de transferencia de oxigeno (kla) y la tensiébn de oxigeno

disuelto (Bourne et al., 1992), que hace falta estudiar a detalle para estas bacterias.

Por otro lado, la produccion de esos compuestos representa otra ventaja para el uso de
esta cepa. Se ha reportado que estas sustancias volatiles promueven el crecimiento de
plantas (Ryu et al., 2003). Esto es un beneficio circunstancial que se suma a la bien
conocida actividad antagonista que se conoce del microorganismo frente a hongos
fitopatdégenos y que las hace idoneas para extender el uso del medio de cultivo en la

formulacion de agentes de control bioldgico.

Estos resultados permiten generar expectativas de nuevas alternativas de proceso,
enfocadas a la produccién y purificacion de estos dos compuestos. Industrialmente la
acetoina es utilizada como saborizante en la industria lactea y de vinos (Xiao et al,
2006; Xiao et al, 2010), mientras que el 2,3- butanodiol es valorado como un potencial
biocombustible renovable y como precursor de varios compuestos quimicos (Ji et al.,
2011).

Al parecer, el aumento en la eficiencia en el uso de la fuente de carbono por parte de la
bacteria en cultivos alimentados depende de varios factores. El primero es un balance
preciso entre la glucosa demandada y la glucosa suministrada. Un exceso en la

alimentacion conlleva a un incremento en la concentracion de este sustrato en el medio,
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lo que activa la produccion de otros metabolitos, disminuyendo los rendimientos en
biomasa. El estudio de Park et al (1992) es muy ilustrativo. Ellos realizaron cultivos en
lotes alimentados controlando la concentracion de glucosa en el medio a 3 valores (10
g/l, 1 g/l y 0 g/l). En exceso de glucosa (10 g/l) se observa una sintesis y acumulacion
de metabolitos, principalmente propionato. En limitacion de glucosa (0.2 g/l), no hay
sintesis de metabolitos, pero la concentracion celular no incrementa. Usando 1 g/, la
sintesis de metabolitos es minima y es posible extender el crecimiento vegetativo
alcanzando concentraciones de células viables de hasta 3.4x10* UFC/ml y un valor de
biomasa 180 g/l (esto representa 4.8 veces mas que el maximo valor de células logrado
en el lote alimentado LAI). Sin embargo, la cepa de trabajo de estos autores, tiene una
mutaciéon en el gene spoOAl12, la cual le impide llevar a cabo el proceso de
diferenciacion celular y de esporulacion, esto Ultimo es muy relevante ya que es
probable que en ese trabajo la poblacion bacteriana en el medio de cultivo
correspondiera Unicamente a células vegetativas, que se comportaran fisiolégicamente

de la misma manera.

En ambientes naturales las poblaciones de Bacillus desarrollan colonias con
poblaciones heterogéneas, viviendo en un estado de “transicion” permanente (Phillips
and Strauch, 2002). Sin embargo, en el laboratorio, el cultivo de estas cepas partiendo
de poblaciones heterogéneas acarrearia problemas tales como la esporulacion
temprana. Por ello otro factor a considerar, es que los lotes alimentados deben iniciarse
con un cultivo homogéneo, sincronizado, que solo contenga células vegetativas. En este
trabajo, la fase de lote inicial, a pesar que se comenzd con un cultivo que incluia
principalmente de células vegetativas (como se evidencia en las micrografias), fue muy
prolongada y permitié que la bacteria creciera en condiciones de exceso de glucosa, en
la que fue acumulando subproductos y factores de esporulacion (Grossman and Losick,
1988), que dieron inicio a un estado de transicion y de diferenciacién celular que se
establecio en el cultivo previamente al inicio de la alimentacion. Por ello y sin importar el
perfil o flujo utilizado, este fendbmeno de diferenciacion siempre se presentd en los
diferentes esquemas de proceso. El uso de cultivos sincronizados en el inicio de la
alimentacion es indispensable ya que permitiran establecer un estado quasi-estable en
el cual la velocidad especifica de crecimiento es controlada en estas células
vegetativas. Este estado quasi-estable estard gobernado por variables fundamentales
del cultivo que dependen de p(acumulacibn de subproductos, concentracion de

biomasa, expresion genética, rendimientos, productividades, etc) y su final se

81



evidenciara con el ingreso al estado de transicion y de esporulaciébn que ya se ha

discutido.

6.6.5 Produccion de compuestos antifungicos por Bacillus subtilis 83 en cultivos

alimentados

Se realizaron bioensayos de antagonismo in vitro utilizando el caldo de cultivo libre de
células, producto de la fermentacién de B. subtilis 83 de los cultivos alimentados. El
experimento se realizd por triplicado y se muestran las barras de error de las tres

réplicas.

En la Figura 6-13 se muestran los porcentajes de inhibicion de crecimiento causados
por los metabolitos producidos por la bacteria cuando la concentracion de células
viables era maxima (UFC max) y cuando la concentracibn de esporas viables fue

maxima (SPO max).
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Figura 6-13 Produccion de compuestos antifungicos por B. subtilis 83 en cultivos
alimentados.

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de inhibicibn de
crecimiento del hongo Colletotrichum gloeosporioides entre los caldos de cultivo de los
diferentes sistemas alimentados. El porcentaje de inhibicién de crecimiento promedio es

de 30 % cuando se evalué la concentracion del sobrenadante en los que la
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concentracion de células es maxima. Segun lo reportado por Morales (2007), estos
compuestos comienzan a producirse en B. subtilis a partir de la décima hora de

fermentacion, correspondiente en estos cultivos al inicio de la etapa de transicion.

Existe una ligera disminucién en el porcentaje de inhibicion al tiempo de maxima
concentracion de esporas viables a (28 % en promedio), posiblemente asociada a la
pérdida de actividad de algunas enzimas contenidas en el sobrenadante. Sin embargo,
existen reportes de enzimas que pueden llegar a ser muy resistentes a altas
temperaturas, como el caso de una bacteriocina utilizada para el biocontrol de cepas de
Agrobacterium spp. sintetizada por B. subtilis, la cual que puede conservar su actividad

durante 2 h estando expuesta a temperaturas de 100° C (Hammami et al., 2009).

Los resultados aqui presentados demuestran que existe la liberacion de compuestos
con actividad antifingica en el medio de cultivo y que estos compuestos se sintetizan en
todas las condiciones de alimentacion que fueron evaluados en este trabajo. La
introduccion de estas sustancias en el producto formulado con base en esporas podria
incrementar la actividad antagonista de la cepa debido al impacto conjunto de células
vegetativas, esporas y metabolitos antifingicos (Yanez-Mendizabal et al., 2012) e
incrementar sus ventajas para su uso en el control biolégico. De igual manera, la
identificacion y cuantificacion de las sustancias responsables de esta actividad
(surfactinas, iturinas, fengicinas, etc.) producidas por esta cepa en particular es una
alternativa llamativa para disefiar procesos que se enfoquen en maximizar la produccion

de estos com puestos.
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7

CONCLUSIONES

7.1 Conclusion general

En cultivos alimentados con glucosa y sulfato de amonio, controlando la TOD en un

valor minimo no limitante y utilizando una estrategia de alimentacion predefinida mixta,

gque mantenga las concentraciones de glucosa en el medio en valores bajos, no

limitantes, fue posible incrementar las concentraciones de células y esporas viables y

los rendimientos de glucosa en células viables y esporas viables con respecto a cultivos

en lote y a cultivos en lote alimentados, todos limitados por la fuente de carbono.

7.2 Conclusiones especificas

84

Se caracterizaron los requerimientos nutricionales de Bacillus subtilis 83 y la

produccion de células y esporas viables en biorreactores de 7I.

En el cultivo en lote, un medio balanceado estequiométricamente en glucosa y
sulfato de amonio permiti6 incrementar las concentraciones de células
vegetativas, mejorando el rendimiento de glucosa en células viables 2.9 veces,

respecto al cultivo en lote limitado por glucosa.

El crecimiento de la bacteria a una tensién de oxigeno disuelto minima
controlada de 10 %, no disminuye las concentraciones de células viables que se

alcanzan en cultivos en lote.

Durante los cultivos en lote se evidencié la formacién de acidos organicos como
(acetato y lactato), asi como de compuestos neutros como acetoina y 2,3-

butanodiol.

En los cultivos en lote alimentado se identificaron cuatro etapas del proceso,

caracterizadas morfolégica y fisiologicamente: Fase |: Crecimiento vegetativo;
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Fase Il: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase lll: Reanudacion del

crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion.

El establecimiento de una etapa de transicion y esporulacién temprana en los
cultivos alimentados es independiente del tipo de alimentacion utilizada. Luego
de la cual se desarrolla una poblacion heterogénea (células vegetativas, células

en proceso de esporulacion y esporas) en el medio de cultivo.

Durante el estado de transicion la formacion de agregados celulares, generarian
limitaciones nutricionales locales que desencadenarian el proceso de
esporulacién de las células vegetativas, sin importar de que en el seno del medio

de cultivo la concentracion de nutrientes no fuera limitante.

La Fase Ill se caracteriza por un incremento en la concentracion de células
viables, donde se llevan a cabo simultaneamente procesos de crecimiento

vegetativo y de esporulacion.

El cultivo alimentado a flujo mixto, sin acumulacion de glucosa y limitado por
carbono, permitié incrementar la concentracion de esporas viables y la
productividad del proceso en 73 y 35, veces respectivamente, con respecto al
cultivo en lote y en 2 y 3 veces respecto al segundo mejor escenario en cultivo

en lote alimentado con acumulacién de glucosa.

Los cultivos alimentados exponencialmente y a flujo constante que presentan
acumulacion de glucosa en el medio son capaces de direccionar el flujo de
carbono a la sintesis de altas concentraciones de acetoina (~50 g/l) y 2,3-
butanodiol, alcanzando rendimientos de glucosa en estos productos de 0.3 g/g

glucosa que corresponde al 60 % del rendimiento tedrico.

Los sobrenadantes de los todos los cultivos alimentados, libres de células,
contienen sustancias que presentan actividad antagonista frente al hongo
Colletotrichum gloeosporioides y no se presentan diferencias en relacion al tipo

de cultivo.
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PERSPECTIVAS

Utilizar in6culos sincronizados y disminuir el tiempo del lote inicial en cultivos
alimentados, para evitar la generacion temprana de subproductos y acumulacién

de factores de esporulacion independientes del flujo de alimentacion utilizado.

Evaluar la influencia de la velocidad especifica de crecimiento en lotes
alimentados. Procurando controlar la velocidad de crecimiento desde la

inoculacién del reactor.

Evaluar la produccién y cuantificacion de biopolimeros sintetizados durante la
etapa de transicion de B. subtilis 83 y su influencia en la agregacion y

esporulacioén celular.

Realizar cultivos en lote alimentado con estrategias de control de lazo cerrado,
(pH stat, DO stat, control de glucosa en linea) con el fin de monitorear
permanentemente el estado metabdlico de la bacteria para un fin determinado

(generacion de biomasa, metabolitos, etc).

Identificar y cuantificar compuestos responsables de actividad antagdnica en los

caldos de cultivos de B. subtilis 83.

Identificar y cuantificar compuestos responsables de promocion de crecimiento

de plantas, producidos por B. subtilis 83.

Evaluar un proceso de produccion de metabolitos como acetoina y 2,3
butanodiol en cultivos por lotes, empleando varias concentraciones de glucosa
en el medio inicial, realizando un estudio a las condiciones de operacion, pH,

TOD, etc. que permitan maximizar su sintesis.
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ANEXOS

ANEXO A Curva de calibracion de concentracion de sulfato de amonio

5

y=1,9444x

R?2=0,9931
4 /
2 /

0 T T T T T 1
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000

Concentracion Sulfato de Amonio (mM)
w

Absorbancia 635 nm

Figura A-1Curva de calibracion absorbancia vs. sulfato de amonio

Se prepararon estandares de calibracion 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM y 5 mM de
sulfato de amonio. Se realizd el ensayo de calibracion por triplicado y en la grafica se
muestra el promedio de los 3 ensayos.
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ANEXO B Error experimental de técnica de cuenta en placa

En la tabla se presenta el seguimiento de los valores de UFC para una fermentacién de
B. subtilis 83. El valor que se reporta es el promedio de la cuenta en placa de tres
mediciones con su respectiva desviacion estandar. El promedio de las desviaciones
estandares durante el experimento se tom6 como el valor del error experimental de la

técnica empleada, en este caso su valor es aproximadamente del 30%.

Tabla A-1 Error experimental en técnica de cuenta en placa

Tiempo (h) UFC/ml SD (UFC/ml) % Error

0 3,73E+08 4,62E+07 12
3 4,33E+08 5,77E+07 13
6 1,77E+09 1,15E+09 65
9 3,33E+09 6,11E+08 18
12 2,10E+09 9,17E+08 44
16 1,23E+09 6,81E+08 55
24 6,23E+09 7,37E+08 12
27 5,97E+09 4,73E+08 8
33 8,60E+09 6,08E+08 7
39 1,17E+10 3,66E+09 31
48 1,27E+10 2,58E+09 20
52 1,78E+10 1,03E+10 58
59 4,17E+10 1,29E+10 31
73 5,40E+10 1,57E+10 29
78 6,23E+10 2,42E+10 39

% Error Promedio 30
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ANEXO C Curva de calibracién de acidos organicos y acetoina en HPLC
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Figura A-2 Curvas de calibracion de acidos organicos. 1zq) Ultravioleta; Der) indice de
refraccion.

Se prepararon estandares de calibracion de 0.5 g/l, 1 g/l, 5 g/l y 10 g/l de piruvato de

sodio, &cido acético, acido lactico, acetoina y 2,3-butanodiol.
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ANEXO D Modelos experimentales. Concentracion de células vegetativas y
viabilidad

Modelo de cuenta viable

Los resultados de concentracion méxima de células vegetativas viables, del disefio
experimental de la seccion 6.3.1, fueron analizados en el software Design Expert 5.0.7

(Stat Ease Inc., MN, U.S.). El modelo empirico ajustado a los datos es el siguiente:

UEC
— = 1.335x10% + 5.580x10%[C] + 2.303 [4][B][C]

Tl

El modelo esta en términos de variables codificadas, donde: A=Glucosa; B=Sulfato de

amonio; C= Sales

Con un coeficiente de correlacion R* = 76.6%.

Modelo de viabilidad

Los resultados de viabilidad del disefio experimental de la seccion 6.3.1, fueron

analizados en el software Design Expert 5.0.7 (Stat Ease Inc., MN, U.S.). El modelo

empirico ajustado a los datos es el siguiente:

%Viabilidad = 0.58 — 0.13[B] + 0.12 [C] — 0.084[4][C] + 0.074[B][C] + 0.074[4]B[C]

Con un coeficiente de correlacion R? = 83.37%
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ANEXO E Ejemplo de reproducibilidad de los experimentos

En las Figura A-3 — A5 se muestran la cinéticas de crecimiento de B. subtilis 83 en el
cultivos en lote: Cultivo A, Cultivo B y Cultivo a TOD minima de 10%. Se puede notar
gue, mediante el perfil que muestran las gréficas, los experimentos se comportan de

manera similar, por lo que se puede decir que este cultivo fue reproducible.
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Figura A-3 Cinéticas de crecimiento de Bacillus subtilis 83. Cultivo A. Dos experimentos
por separado.
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CT-UFC-Esp/ml

Figura A-5 Cinéticas de crecimiento de Bacillus subtilis 83 en cultivo en lote controlando
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ANEXO F Flujos de alimentacion
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Figura A-6 Flujos de alimentacion en cultivos alimentados
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ANEXO G Cinéticas de crecimiento y esporulacién en cultivos alimentados
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Figura A-7 Cinética de crecimiento y esporulacion en cultivos alimentados LAI. Fase I:
Crecimiento vegetativo; Fase Il: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il
Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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Figura A-8 Cinética de crecimiento y esporulacién en cultivos alimentados LAIl. Fase I:
Crecimiento vegetativo; Fase Il: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il

Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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Figura A-9 Cinética de crecimiento y esporulacién en cultivos alimentados LAIll. Fase I:
Crecimiento vegetativo; Fase Il: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il

Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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Figura A-10 Cinética de crecimiento y esporulacion en cultivos alimentados LAIV. Fase
I: Crecimiento vegetativo; Fase II: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il
Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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Lote Alimentado LAV
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Figura A-11 Cinética de crecimiento y esporulacion en cultivos alimentados LAV. Fase I:
Crecimiento vegetativo; Fase Il: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il
Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulaciéon
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Lote Alimentado LAVI
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Figura A-12 Cinética de crecimiento y esporulacion en cultivos alimentados LAVI. Fase
I: Crecimiento vegetativo; Fase II: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il

Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.

107



Lote Alimentado LAVII
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I: Crecimiento vegetativo; Fase II: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase llI:

Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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Lote Alimentado LAIX
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Figura A-14 Cinética de crecimiento y esporulacion en cultivos alimentados LAXI. Fase
I: Crecimiento vegetativo; Fase II: Estado de transicion y primera esporulacion; Fase Il

Reanudacion del crecimiento vegetativo; Fase IV: Fase estacionaria y esporulacion final.
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ANEXO H Micrografias de caldos de cultivos alimentados

Lote Alimentado LAl

Figura A-15 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAI. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase Il: disminucion de tamafio y aparicion de esporas; C)
Fase lll: poblacién heterogénea; D) Fase IV: poblacién heterogénea.
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Lote Alimentado LAl

Figura A-16 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAIl. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase II: disminucién de tamafio y aparicién de esporas; C)
Fase lll: poblaciéon heterogénea; D) Fase IV: poblacion heterogénea.
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Lote Alimentado LAIII

Figura A-17 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAIIl. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase II: disminucién de tamafio y aparicién de esporas; C)
Fase lll: poblacion heterogénea; D) Fase IV: poblacion heterogénea.
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Lote Alimentado LAIV

Figura A-18 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAIV. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase II: disminucién de tamafio y aparicién de esporas; C)
Fase lll: poblacion heterogénea; D) Fase IV: poblaciéon heterogénea.
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Lote Alimentado LAV

Figura A-19 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAV. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase Il: disminucion de tamafio y aparicion de esporas; C)
Fase lll: poblacion heterogénea; D) Fase IV: poblacion heterogénea.

114



Lote Alimentado LAVI

Figura A-20 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAVI. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase Il: disminucion de tamafio y aparicion de esporas; C)
Fase lll: poblacion heterogénea; D) Fase IV: poblacion heterogénea.
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Lote Alimentado LAVII

Figura A-21 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAVII. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase II: disminucién de tamafio y aparicién de esporas; C)
Fase lll: poblaciéon heterogénea; D) Fase IV: poblacion heterogénea.
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Lote Alimentado LAIX

Figura A-22 Micrografias 40x al caldo del cultivo del lote alimentado LAIX. A) Fase I:
células vegetativas largas; B) Fase II: disminucién de tamafio y aparicién de esporas; C)
Fase lll: poblacion heterogénea; D) Fase IV: poblacion heterogénea.
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ANEXO I. Incremento de la viscosidad del caldo de cultivo y de la velocidad de
agitacion.

En los cultivos alimentados LAIV, LAV y LAIP, el incremento en la velocidad de
agitacion, fue correspondiente con el incremento en la viscosidad del medio. Los valores
estan medidos a una velocidad de corte de entre 200 s™.
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Figura A-23 Incremento de la viscosidad y la velocidad de agitacién en cultivos
alimentados
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