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Coémo maximizar la viabilidad de las esporas de Bacillus subtilis 83?

Bacillus subtilis 83 fue aislada del follaje de mango por el Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C. (unidad Culiacan). Esta cepa presenta caracteristicas sobresalientes
para su uso como agente de control biolégico de hongos fitopatdgenos a nivel de laboratorio y de
campo. Ademds, en vista de que genera esporas resistentes al calor y la desecaciéon, es posible
formular productos estables a base de esta bacteria para su aplicacion en campo. Se estudio
inicialmente la cinética de crecimiento y esporulacion de B. subtilis 83 en un medio de cultivo mineral
operado en cultivo en lote. Se determiné la viabilidad de las esporas en este medio. La fuente de
carbono fue el sustrato limitante para el proceso de esporulacion de la bacteria y se obtuvo una
concentracion de esporas viables de 1 x 10 esporas/ml con una viabilidad del 36.4 %. La eficiencia de
esporulacion, que esta definida como la proporcién de células vegetativas viables que se convierten a
esporas viables, fue de 58.1 %. Ademas, en bioensayos in vitro se observé que la bacteria sintetizaba
compuestos antifiingicos resistentes al proceso de esterilizacién a partir de las 12 h de cultivo.

Se estudid, en cultivo en lote el efecto del crecimiento y esporulacion de B. subtilis 83 en el
medio mineral suplementado con nutrientes como caldo nutritivo, extracto de levadura, peptona y la
mezcla de ellos. Sin embargo, estos nutrientes no incrementaron la concentracion de células
vegetativas y esporas viables, por lo que la mejor opcion para el cultivo de B. subtilis 83 fue el medio
mineral.

Posteriormente se realizaron cultivos alimentados con glucosa. El primer cultivo alimentado se
realizé mediante pulsos de glucosa (cultivo alimentado A). La solucion alimentadora consistia de 300
g/1 de glucosa y sales minerales en una concentracién dos veces mayor a la utilizada en un cultivo lote
convencional (2x). En este cultivo se logré incrementar casi un orden de magnitud la concentraciéon de
esporas, comparado con el cultivo en lote, llegando a una concentracion de 4.8 x 10° esporas
viables/ml. Ademads, se incremento casi al doble la viabilidad de las esporas (69.2 %) y la eficiencia de
esporulaciéon aumentoé a 68.6 %.

Durante la alimentaciéon del cultivo A, la concentracién de glucosa descendia en intervalos a
valores cercanos a 0 g/1. Por esta razén y para evitar la esporulacién de la bacteria al llegar a estos
niveles de azdcar, se realiz6 un cultivo exponencialmente alimentado (cultivo alimentado B). La
formulacion de la solucién alimentadora fue la misma que en el cultivo alimentado A. En este cultivo
(un solo experimento), durante la alimentacién, la glucosa se acumul6 en el medio hasta llegar a una

concentracion de 27.2 g/l. Los resultados de esta forma de cultivo fueron similares al cultivo



alimentado A en cuanto a la concentracion de esporas viables (5 x 10° esporas/ml) pero con una mas
elevada viabilidad de las esporas (83.9 %). Si bien en el cultivo alimentado B se obtuvo una mayor
concentracion de células vegetativas, comparado con la forma de cultivo A, la conversion efectiva de
células vegetativas a esporas viables fue deficiente ya que la eficiencia de esporulacién fue de 15.2 %
comparado con el cultivo alimentado A.

La reduccién en la eficiencia de esporulacién nos permitié deducir que probablemente la alta
concentracion de sales minerales en la solucion alimentadora pudiera afectar la conversion efectiva de
las células vegetativas a esporas viables. En consecuencia, se realizaron cultivos exponencialmente
alimentados con glucosa, pero en este ultimo caso, la concentraciéon de sales minerales fue la misma
que para un cultivo en lote (1x). En este cultivo se obtuvo una productividad 25 veces mayor
comparada con las otras formas de cultivo. Se logré obtener una concentracion de esporas viables de
7.4 x 10" esporas/ml, lo que significa un aumento de casi 2 6rdenes de magnitud con respecto al
cultivo en lote. La viabilidad fue de 72 % y la conversiéon de células vegetativas a esporas viables fue
de 85.7 %. En este caso, la cinética indic6 que el nutriente limitante fue la fuente de nitrégeno, cuando
a cuyo agotamiento se inici6 la esporulacién, atin existia glucosa en el medio de cultivo.

Se concluye que realizando cultivos alimentados con glucosa, permitiendo la acumulacién de
ésta en el medio y ademds promoviendo condiciones de no limitacién del crecimiento de las células
vegetativas por oxigeno, pero si por la fuente de nitrégeno, es posible incrementar sensiblemente la
produccion de esporas viables de B. subtilis 83 hasta en 2 ordenes de magnitud, logrando una

productividad hasta 25 veces mayor con respecto a un cultivo en lote.



1. Introduccion

El control de enfermedades y plagas en las plantas es una urgente necesidad para la
agricultura. La creciente demanda por alimentos sanos surge por el crecimiento de la poblacién
humana. Debido a problemas fitosanitarios en las plantas, éstas requieren del control de diversas
enfermedades. Las enfermedades reducen el rendimiento de cosechas y ocasionan importantes

pérdidas econémicas (Eckert y Ogawa, 1985).

El control biolégico constituye una alternativa viable para combatir plagas o enfermedades.
Este se define como el uso de microorganismos y/o sus metabolitos, que son enemigos naturales de la
plaga o enfermedad con el fin de reducir o eliminar sus efectos dafiinos en las plantas y/o sus
productos (Serrano-Carreén y Galindo, 2006). El control biolégico presenta apreciables ventajas frente
al control quimico, entre las que se encuentran: un reducido impacto ambiental, su inocuidad en el ser

humano y su especificad antagénica (Thomas y Willis, 1998).

Dadas las ventajas que ofrece el control biolégico, se han realizado numerosas investigaciones

para crear productos a base de microorganismos antagonistas de plagas o enfermedades.

Se han reportado resultados satisfactorios al realizar ensayos con organismos a nivel de
laboratorio; sin embargo, su produccién y el desarrollo de una formulacién efectiva, estable y

econdmica han causado que la gran mayoria no logren alcanzar un lugar en el mercado (Cook, 1993).

Algunos de los organismos ensayados para su uso como agentes de control biolégico han sido
las bacterias y de este grupo se ha encontrado que Bacillus subtilis es un efectivo agente para este
proposito. Esta bacteria genera esporas resistentes al calor y a la desecacién, con lo cual se pueden
formular productos muy estables para su aplicaciéon (Janisiewicz y Korsten, 2002). Su principal
mecanismo antagonista es la antibiosis, ya que produce antibiéticos que inhiben el crecimiento de
hongos y bacterias (Foster y Woodroff, 1946) y produce compuestos quelantes de hierro (sideréforos),
con los cuales compite por espacio y nutrientes contra el fitopatégeno (Thonart et al., 1994; Huang et
al., 1998). Ademas, produce cantidades moderadas de giberelina, hormona que incrementa el
desarrollo de las plantas, exoenzimas de alto peso molecular (como laminarasa, quitinasa y celulasa)
que degradan la pared celular de hongos fitopatoégenos y tiene la capacidad de transformar minerales

no asimilables para las plantas a componentes organicos asimilables (Broadbent et al., 1977). B. subtilis



es considerado por la EPA (agencia de proteccién ambiental de E.E.U.U.) como un organismo GRAS

(generalmente considerado como seguro) (Harwood, 1989).

Actualmente, en México existen productos comerciales de importacién con base de B. subtilis
para su uso como agentes de control biolégico; sin embargo, el uso de cepas autéctonas puede ser una
ventaja por su adaptacion a las condiciones locales. Ademas, en la mayoria de los productos que se
comercializan, la informacién que presentan en la etiqueta en cuanto a la calidad del producto con
base en la viabilidad de las esporas no es veridica, y estos productos carecen de mas del 90 % de la
viabilidad de las esporas que aseguran en el envase, de acuerdo con los andlisis realizados por

Romero (2005).

En el Centro de Investigaciéon en Alimentaciéon y Desarrollo, A.C. (unidad Culiacdn) se aislo,
de la filosfera de mango, la cepa B. subtilis 83 (Juarez, 2001), que presenta caracteristicas sobresalientes
para su uso como agente de control biolégico. Esta cepa ha mostrado antagonismo, en condiciones in
vitro y en campo, contra el hongo fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides, que afecta severamente al
cultivo de mango, el cual, es de importancia econémica nacional (Carrillo-Fasio et al., 2005; Patifio et

al. 2004).

La aplicacién de B. subtilis 83 en campo ha sido poco estudiada, y aunque se cuenta con una
metodologia para la produccion de esporas viables de B. subtilis (en concentraciones hasta de 1 x 10°
esp/ml) en cultivo en lote con un medio mineral (Rodriguez, 2005), es conveniente maximizar la
produccién de esporas viables de B. subtilis, lo que brindaria ventajas competitivas al disminuir los
costos de produccién y de inversiéon. Ademads, en el trabajo realizado por Rodriguez (2005) no se
determiné la viabilidad de las esporas de B. subtilis, siendo esta caracteristica muy importante en el
proceso, ya que refleja la proporciéon de esporas viables con respecto al total de las esporas
producidas. Por consiguiente, si la viabilidad de las esporas en la metodologia propuesta por
Rodriguez (2005) resultara baja (en relacién al méximo valor de viabilidad que se pueda alcanzar) se
tendria un posible margen para incrementarla. Maximizar, ya sea la concentracién de esporas viables,
o la viabilidad de las esporas, traeria ventajas al disminuir los costos de produccién y de inversion de
la posible planta productora. Es decir, desde el punto de vista del proceso se disminuirian los
voltimenes y tiempos necesarios de fermentacién, lo que significa menores costos de producciéon y de

inversion. Ademas, en cuanto a la formulacién del producto, también se tendrian ventajas ya que se



disminuiria el volumen de operacion del secador (si fuera el caso) y la cantidad del soporte en la

formulacion.

El proceso de produccion de esporas viables de B. subtilis 83 podria ser maximizado
aumentando la concentracion de células vegetativas mediante el enriquecimiento del medio de cultivo
con otros nutrientes que han sido reportados para el crecimiento de B. subtilis y procurando que,
posteriormente, la mayoria de las células vegetativas se conviertan en esporas viables. Otra manera de
maximizar el proceso es realizando cultivos de alta densidad celular. Este tipo de cultivo permitiria
incrementar la concentracion de células vegetativas mediante la alimentacién de la fuente de carbono,
la cual, al agotarse conduciria a la esporulacién de la bacteria. Los cultivos alimentados han sido muy
usados para incrementar la concentracion de producto o la masa celular (Kang et al., 1992) (en nuestro
caso es conveniente incrementar la masa celular viable ya que es el principal objetivo cuando se
produce un agente de control biolégico). En los cultivos alimentados se lleva a cabo una alimentacién
continua o discontinua de algtin(os) nutriente(s), la cual puede efectuarse mediante diferentes perfiles

de alimentacién (Yamane y Shimizu, 1984).

Dadas las caracteristicas de B. subtilis 83 como agente de control biolégico y la necesidad de la
existencia de un producto que tenga garantia de altas cuentas viables con un menor costo de
produccion, en el presente trabajo se llev6 a cabo con el fin de aumentar la concentracién de esporas
viables y/o la viabilidad de las esporas de esta bacteria, iniciando con el establecimiento de la
viabilidad de las esporas de B. subtilis 83 para después seleccionar un medio de cultivo que aumente la
viabilidad de las esporas (en caso de ser necesario) y, finalmente, realizar cultivos alimentados,
permitiendo una posterior esporulacion de la bacteria, con el objeto de obtener altas concentraciones
de células vegetativas y, posteriormente, estimular la produccién de una alta concentracién de esporas

viables de B. subtilis 83.



2. Antecedentes

2.1 Control biolégico con Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ha probado ser antagonista de varios hongos fitopatégenos (McKeen et al.,
1986). Por esta razén se ha usado como agente de control en diversas enfermedades en plantas
(Cercos, 1957; Chang y Kommedahl, 1968; Utkhede, 1984; Ferreira et al., 1991). Su principal mecanismo
de control es debido a la produccién de antibiéticos (antibiosis) (Wehinhold y Bowman, 1968; Chang y
Kommedahl, 1968). Cook y Baker (1983) definen la antibiosis como la inhibicién o destrucciéon de un
organismo por medio de un producto metabélico. Ademads, produce compuestos quelantes de hierro
(siderdforos), con los cuales compite por espacio y nutrientes contra el patégeno (Thonart et al., 1994;

Huang et al., 1998).

Aranda (1997) realiz6 un estudio in vitro con B. subtilis y observé un efecto fungistético frente a
cinco hongos patégenos de la papa. Asimismo, en condiciones de invernadero, la aplicacion de B.
subtilis en cultivos de papa de la variedad Alpha incrementé en 26 % el nimero de tubérculos
producidos y en 48 % en el peso con respecto al testigo. En la variedad Atlantic, B. subtilis incrementd

en 45 % el nimero de tubérculos producidos y en 11 % el peso, con respecto al testigo.

En estudios realizados in vitro, Fucikovsky (1999) observ¢ el efecto fungicida de una cepa de B.
subtilis sobre Thielaviopsis paradoxa, hongo causante de la enfermedad denominada “Tristeza y muerte”
del agave tequilana (TMA) asi como de la muerte de las raices del frijol y del tabaco y otras

enfermedades en cultivos de pifia, cafia de aztcar y zanahoria.

Jiang et al. (2001) realizaron estudios in vitro en donde seleccionaron a B. subtilis entre seis
antagonistas, de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces, para el control de la pudriciéon del
litchi, producida por Peronophytophthora litchi. Posteriormente, determinaron que esta bacteria, a
concentraciones de entre 1 x 10" y 1 x 10° UFC/ml, controla la enfermedad bajo condiciones de

almacenamiento en poscosecha.

Wang et al. (2002) realizaron estudios in vitro en donde observaron la inhibicién del
crecimiento de Fusarium oxysporum a causa de los metabolitos producidos por dos cepas de B. subtilis.

Esta inhibicion fue debida a la degradacion de la pared celular del hongo (constituida por quitina),



debido a la presencia de quitinasas, producidas por ambas cepas bacterianas. La produccién de
quitinasas por las cepas de B. subtilis, fue estimulada, adicionando al medio de cultivo un suplemento

de quitina.

En estudios en invernadero, Szczech y Shoda (2004) analizaron el efecto antagonista de una
cepa de B. subtilis combinada con una cepa de Burkholderia cepacia contra el hongo Rhizoctonia solani,
causante de la enfermedad del marchitamiento temprano en cultivos de tomate. Estos investigadores
observaron que la mezcla de ambas bacterias suprimian la enfermedad y determinaron que el
tratamiento que mejores resultados mostré fue cuando inoculaban a la bacteria Burkholderia cepacia dos

dias después de inocular B. subtilis en las plantas de tomate.

Cavaglieri et al. (2005) realizaron estudios in vitro para evaluar el efecto antagonista de B.
subtilis en la inhibicion del crecimiento de Fusarium verticillioides y la produccion de fumonisina B,
(que es un metabolito secundario producido por este hongo y que afecta la salud humana y de
animales) en la rizosfera y endorizosfera de maiz. Ellos determinaron que la inoculacién de B. subtilis
a concentraciones de entre 1 x 10’ y 1 x 10° UFC/ml en las semillas de maiz, lograba disminuir la
colonizaciéon de F. verticillioides en las raices de las plantas de maiz, 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 logré
ser mas efectivo para el control de la enfermedad, comparado con el testigo quimico comercial

“metalaxil”.

2.2 Bacillus subtilis, productor de antibidticos

Algunos de los agentes de control biolégico mas efectivos son bacterias productoras de
antibiéticos, cuya accién determina su efectividad (Rodriguez 2005). El principal mecanismo de
control de B. subtilis es la antibiosis (Martin y Gottlieb, 1955; Mannanov y Sattarova, 2001). En diversos
estudios se ha observado que los productos metabdlicos de B. subtilis son efectivos para inhibir un
gran nimero de hongos fitopatégenos debido a la produccion de diversos compuestos antibi6ticos

(Katz y Demain, 1977; McKeen et al. 1986; Gueldner et al. 1988; Jiang et al. 2001; Wang et al. 2002).



Katz y Demain (1977) reportaron que B. subtilis produce 66 diferentes antibiéticos de
naturaleza peptidica, los cuales pueden tener estructuras ciclicas o lineales. La mayoria de los
antibidticos producidos por B. subtilis estan compuestos solo por aminoacidos, mientras que otros
pueden contener aminodcidos y otros constituyentes, tales como &cidos grasos o aminodcidos no

proteicos.

Foster y Woodroff (1946) aislaron varios antibiéticos a partir de cultivos de B. subtilis tales
como actinomicina, circulina, heliomicina, neomicina y viomicina. De la misma manera, Besson et al.
(1979) aislaron y purificaron bacilomicina-L, bacitracina y micosubtilina. Por otra parte, Besson y
Michel (1987) reportaron que B. subtilis produce iturina A, iturina-AL, iturina-E, subtilina A y

sobrenulina de naturaleza péptido lipidica.

Dunleavy (1955), usando una cepa de B. subtilis aislada del suelo, reporté la inhibicién del
crecimiento de Rhizoctonia spp., causante del damping-off (marchitamiento temprano) en remolacha, por

la accidon del antibiético subtilina.

Pusey y Wilson (1984) indicaron que las iturinas producidas por B. subtilis tienen un amplio
espectro antiftingico y son ttiles en micosis humanas y animales, ya que muestran baja toxicidad y

despreciable efecto cancerigeno.

2.3 Esporulacion en Bacillus subtilis

Una de las ventajas que ofrece B. subtilis como agente de control biolégico sobre otras bacterias
es su habilidad para formar esporas, que son células metabdlicamente inactivas con alta resistencia a
condiciones adversas de crecimiento (Cavaglieri et al, 2005). Estas formas bacterianas soportan efectos
bactericidas, tales como calor y resequedad. Esta ventaja hace que se pueda formular productos en
base seca y con alta estabilidad. También las esporas soportan radiaciones, congelamiento y productos

quimicos t6xicos (Driks, 2002).

2.3.1 Proceso de esporulacion en Bacillus subtilis



El evento de diferenciacion de B. subtilis es un proceso fisiol6gico complejo desde el punto de
vista bioquimico y genético. Cuando B. subtilis es cultivado en un medio rico de nutrientes, el proceso
de esporulacién se lleva a cabo en aproximadamente ocho horas (Schaeffer et al., 1965). El proceso de
esporulacién se inicia en la fase estacionaria y se ha dividido en siete estadios, basados en los
principales cambios citolégicos que ocurren durante la formacién de la espora (Errington, 2003). La
figura 2.1 muestra esquematicamente el proceso de esporulacion. En general, después de que se ha
iniciado el proceso de esporulacion, ocurren en primer lugar, la formacién del septo de la célula,
seguido del engullimiento, posteriormente la formacion de la corteza y la cubierta y, finalmente, la

maduracion y lisis de la célula madre.

Durante la etapa vegetativa del crecimiento, B. subtilis se divide centralmente para producir
dos células idénticas (Fig. 2.1). En contraste, durante las primeras etapas del proceso de esporulacion,
el proceso de septacion ocurre asimétricamente, cerca de un polo de la célula. Si durante las dos
primeras horas del proceso se afiade una cantidad suficiente de los nutrientes cuya falta haya
inducido la esporulacién, las células de B. subtilis reanudan el crecimiento vegetativo y continta el

proceso de crecimiento celular.
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Fig. 2.1 Ciclo de vida de Bacillus subtilis

Durante la transicién de la segunda a la tercera hora después del inicio de la esporulacién, se
forma el septo y la célula madre engulle a la pre-espora. La tercera hora después del inicio del proceso
de esporulacién generalmente es considerada como el estadio durante el cual el proceso ya no puede
revertirse hacia la formacioén de células en crecimiento vegetativo. A partir de este tiempo, la mayor
parte de la expresion genética se da por separado, tanto temporal como espacialmente, entre la célula

madre y la pre-espora (Losick y Stragier, 1992).

Las esporas bacterianas tienen una apariencia muy diferente a las células vegetativas, ya que
estan rodeadas de varias capas gruesas, y por ello, las esporas resisten las condiciones ambientales
adversas. El citoplasma de la bacteria en forma de espora se llama parte interna, contiene sélo una
copia del cromosoma bacteriano, carece de RNA mensajero, tiene poco RNA de transferencia y posee
s6lo algunas enzimas. Los aminoacidos se almacenan como proteinas citoplasméticas de peso
molecular bajo y se llaman proteinas pequefias solubles en dcido (SASP). Algunas SASP contribuyen a
la capacidad de la espora para resistir las radiaciones ultravioleta (y quizé el calor) ya que crean un
efecto protector al unirse al DNA. No hay actividad metabdlica continua en la espora madura y la

energia se almacena como 3-fosfoglicerato, que es mas estable que el ATP (Walker, 2000).

La parte interna de la espora esta rodeada primero por una membrana celular y una pared
celular delgada, y después por una capa concéntrica laminada gruesa, llamada corteza. La corteza
estd constituida por un peptidoglucano que contiene enlaces cruzados poco comunes, como anillos de
lactama murdmica. Lo mds importante es que la corteza contiene acido dipicolinico (DPA) o &cido
piridin-2,6-dicarboxilico. El DPA, que también se encuentra en la parte interna, es un agente quelante
de calcio y constituye hasta el 15 % del peso de la espora. Cuando el DPA, depositado en la corteza,
forma compuestos quelados con calcio, pone éste elemento en contacto cercano con el peptidoglucano
polianionico sobre la corteza. Los enlaces iénicos que se forman ocasionan que el peptidoglucano se
contraiga y expulse agua en un proceso semejante a exprimir el agua de una toalla. Casi todas las
células vegetativas estdn formadas por cerca de 77.5 % de agua, pero solo el 15 % de la endoespora es
agua. Por eso, la endoespora es tan seca como la caseina o la lana. Se creé que la resequedad imparte a
la espora la resistencia al calor, inclusive hasta el punto de permitirle sobrevivir varias horas a

temperatura de ebullicién (Walker, 2000).



La esporulaciéon se inicia cuando se cumplen tres requisitos. Primero, la bacteria debe estar
bajo condiciones de estrés nutricional, tales como, limitacién de carbono, nitrégeno o fésforo. En
segundo lugar, el cultivo debe tener alta densidad para inducir en las células la secreciéon y
reconocimiento del factor 1 de diferenciacion extracelular (EDF-1), factor que aparentemente, es un
péptido pequefio que se enlaza con la bacteria, limitada por algtin nutriente, y le indica que es el
momento de iniciar la esporulacién. El dltimo requisito necesario para la esporulacion es que la

bacteria debe encontrarse en la fase estacionaria de crecimiento (Walker, 2000).

2.4 Cepa Bacillus subtilis 83

Investigadores del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C., en Culiacan,
Sinaloa, aislaron la cepa Bacillus subtilis 83 del follaje de mango. Estudios previos con esta cepa han
mostrado caracteristicas sobresalientes para su uso como agente de control biolégico. Bacillus subtilis
83 ha mostrado antagonismo, en condiciones in vitro contra el hongo fitopatégeno Colletotrichum
gloeosporioides, que afecta severamente al cultivo de mango, cuya producciéon, es de importancia
econdmica nacional (Juarez, 2001). El principal mecanismo antagonista de esta cepa es por antibiosis,

es decir, la produccién de antibiéticos (Allende et al. 2001).

2.4.1 Bacillus subtilis 83 como agente de control biolégico en cultivos de mango

El mango es una de las frutas mas apreciadas y populares de nuestro pais, ademas es la fruta
mas importante 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 exportaciéon mundial, seguido de Brasil, Pakistan, Filipinas y la India
(Balderas, 2004). En México se cultivan cerca de 150,000 hectareas de mango, de las cuales 38,000 son
las proveedoras para exportacién, cuyo principal destino es Estados Unidos (66 % del mango que
entra a EE.U.U. se produce en México). La produccion que se destina a la exportacion esta
concentrada en nueve estados del pais, estos son: Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco,

Michoacédn, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa (Balderas, 2004).

Existen diversos problemas fitosanitarios que afectan la calidad y el rendimiento del cultivo

del mango. La enfermedad mas comun en la etapa de postcosecha es la antracnosis, ocasionada por el



hongo Colletotrichum gloeosporioides en condiciones de alta temperatura y humedad relativa (Balderas,
2004). El control biolégico con B. subtilis 83 representa una potencial alternativa para controlar esta

enfermedad y disminuir el uso de agentes quimicos y las desventajas que estos agentes representan.

B. subtilis 83 ha sido probado exitosamente en campo en cultivos de mango. Allende et al.
(2001) realizaron estudios de campo con una formulacién liquida de Bacillus subtilis 83 a una
concentracion de 3 x 10° UFC/ml. Esta formulacion fue asperjada cada 15 dias durante los dos tltimos
meses previos a la cosecha de mango (cultivar Keitt). Los resultados mostraron mayores niveles de
control de antracnosis en la formulaciéon liquida de B. subtilis 83, comparados con un fungicida

quimico comercial.

Carrillo-Fasio et al. (2005) evaluaron el efecto de las aplicaciones de B. subtilis 83, combinada
con la levadura R. minuta, en precosecha de frutos de mango de la variedad Haden. El pardmetro de
evaluacion fue la severidad de antracnosis en los frutos. Carrillo-Fasio et al. (2005) tomaron como
indicador de la severidad de antracnosis la presencia de sintomas de la enfermedad. Los resultados
indicaron que los tratamientos de B. subtilis 83 y la levadura mostraron mayor efectividad para

controlar antracnosis en los frutos, comparado con el producto comercial, Benlate (testigo).

Asimismo, Carrillo-Fasio et al. (2005) realizaron estudios en donde evaluaron la efectividad de
B. subtilis 83, en combinacion con la levadura R. minuta, en aplicaciones en precosecha, para el control
en poscosecha de antracnosis en mango (cultivar Kent) y su efecto en la calidad poscosecha de los
frutos. Estos investigadores compararon el efecto de los biofungicidas sobre el desarrollo de la
enfermedad en frutos tratados con un producto quimico y un testigo absoluto (agua). Se llevaron a
cabo cinco aplicaciones previas a la cosecha de mango. Los frutos cosechados se almacenaron hasta
por 15 dias a 20° C y 85% de humedad relativa. Después de este tiempo, B. subtilis 83 (y en
combinacién con la levadura), mostraron mayor efectividad en el control de antracnosis en
comparacién con el control quimico. Ademas, la aplicacion de B. subtilis 83 no afecté negativamente la
calidad poscosecha de los frutos, observandose un desarrollo normal en los sélidos solubles totales,

acidez titulable y evolucién de la firmeza.

2.5 Productos comerciales hechos con base en Bacillus subtilis para control biolégico



Debido al efecto antifingico que posee B. subtilis contra diferentes hongos fitopatégenos que
afectan a cultivos de interés comercial, se han desarrollado productos comerciales con base en esta
bacteria para el control de enfermedades en las plantas. El cuadro 2.1 muestra algunos productos que

se comercializan actualmente y que han tenido resultados interesantes.

Cuadro 2.1 Productos comerciales hechos a base de B. subtilis..

Producto Compaiiia

Epic™ Gustafson, Inc.

Kodiak™ Gustafson, Inc.

MBI 60 Gustafson, Inc.

Serenade (QST713) AgraQuest Inc

System3 (+metalaxyl +PCNB) Helena Chemical Company
Companion (EPA Experimental Growth Products

Use Permit)

HiStick N/ T (a Rhizobium and B. MicroBio Group

subtilis mix)

Subtilex MicroBio Group

Fuente: http://www.barc.usda.gov/psi/bpdl/bioprod.htm

Gracias a la capacidad de las esporas de B. subtilis para soportar altas temperaturas y baja
actividad de agua, se pueden formular productos en base seca, tales como polvos deshidratados. Estos
han sido de gran interés por su larga vida de anaquel, facil transporte y aplicacién con equipos

convencionales para tratamiento de plagas y enfermedades de los cultivos (Schisler et al., 2004).

Sin embargo, un gran namero de los productos que se comercializan en México carecen de la
calidad expresada en la etiqueta. En estudios realizados por Romero (2005), se determiné que la
concentracion viable de B. subtilis en diferentes productos tenian menos del 10 % de cuenta viable que

lo que se manifestaba en la etiqueta.

2.6 Produccién de esporas de Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis en cultivo en lote

Desde el punto de vista tecnolégico, es necesario generar metodologias de produccién que
resulten en altas concentraciones de esporas viables de B. subtilis, ya que al aumentar la concentraciéon
de esporas viables se disminuye el volumen de produccién, lo que conduce a evidentes ventajas a
nivel industrial, principalmente econémicas y operacionales. En trabajos realizados con Bacillus

thuringiensis para la produccion de esporas, usando cultivos en lote y continuos, las concentraciones



de esporas reportadas han alcanzado valores de hasta 7 x 10° esp/ml (Arcas et al. 1984; Avignone-

Rossa y Mignone, 1993).

Rodriguez (2005) realizé estudios con la cepa B. subtilis CPA. Seleccioné un medio de cultivo
para la produccion de esporas viables de esta bacteria en matraz y posteriormente escalé el proceso a
fermentadores de 10 y 30 L de volumen de operacién. Rodriguez (2005) establecié que la mejor opcién
para el cultivo de B. subtilis CPA fue un medio mineral quimicamente definido (Martinez et al., 1997),
con el cual logré obtener una concentracion de esporas viables de 1 x 10° UFC/ml en 12 h. Ademas, en
bioensayos in vitro observé que al cultivar la bacteria en este medio de cultivo, fue capaz de sintetizar
compuestos antifingicos resistentes al proceso de esterilizacién. Rodriguez (2005) determiné que la
fuente de carbono fue el sustrato limitante que inicié el proceso de esporulaciéon de la bacteria.
Asimismo, Rodriguez (2005) logré escalar el proceso de matraz a fermentadores de 10 y 30 L
utilizando como criterio la potencia volumétrica gaseada constante. Mediante este criterio, Rodriguez

(2005) logro obtener una concentracion de esporas viables de B. subtilis CPA de 1 x 10° UFC/ml.

En el trabajo anterior se determiné que la fuente de carbono (glucosa) fue el sustrato limitante;
por lo tanto, una posibilidad de incrementar la concentraciéon de esporas viables es aumentando la
concentracion de este sustrato. Sin embargo, existen numerosas razones por las que ésta alternativa no

es viable y se presentan a continuacion.

Algunos nutrientes, incluyendo las fuentes de carbono, nitrégeno y fésforo, cuando estan
presentes en el medio de cultivo por arriba de cierta concentracién, inhiben el crecimiento celular
(Martinez et al, 1997). En el caso de glucosa como fuente de carbono, concentraciones muy altas de este
nutriente puede ocasionar autélisis debida a una alta presiéon osmética en el medio (Harwood y

Archibald, 1990).

En B. subtilis se ha demostrado que la glucosa y otras fuentes de carbono que son
metabolizadas rapidamente, reprimen la sintesis de enzimas que son requeridas para incrementar las
funciones catabdlicas (Hanson y Cox, 1967; Sonenshein, 1989; Chambliss, 1993). Ademas, inhiben el
proceso de esporulaciéon (Fisher y Sonenshein, 1991). El término 'represiéon catabdlica de la

esporulacion por glucosa" es utilizado para describir este fenémeno (Marks y Freese, 1987).



En general, durante el cultivo de bacterias en presencia de exceso de glucosa, ain en
condiciones aerobias, se producen 4cidos organicos, los cuales disminuyen el rendimiento de glucosa
para la formaciéon de biomasa. En el caso de B. subtilis se ha demostrado que bajo condiciones
aerobias, este microorganismo produce acetato, formato, lactato, propionato y acetoina. (Snay et al.,

1989; Park et al., 1992; Cayuela et al., 1993; Vierheller et al., 1995).

El disefio de los medios de cultivo para obtener los rendimientos de biomasa (en este caso
esporas viables) o producto deseables es muy importante. Dependiendo de las fuentes de carbono,
nitrégeno o fésforo suministradas al cultivo, éstas se desviardn para la formacién de células o
productos. Por lo que es conveniente disefiar con precisiéon cada uno de los componentes del medio de

cultivo con el que se cultivaran los microorganismos.

2.7 El uso del cultivo en lote alimentado como estrategia para lograr altas densidades celulares

Los cultivos en lote alimentado han sido muy usados para incrementar la concentracion de
producto o la masa celular viable (Kang et al., 1992). Esta condicién se persigue como principal
objetivo para producir un agente de control bioldgico. Ademas, este tipo de cultivos permite controlar
la velocidad de crecimiento (Ramirez et al, 1994). Esta caracteristica es muy importante, ya que se ha
demostrado que la frecuencia de esporulaciéon se incrementa conforme se reduce la velocidad de

crecimiento en la fase vegetativa (Dawes y Mandelstam, 1970; Dawes y Thornley, 1970).

En cultivos en lote alimentado se lleva a cabo una alimentacién continua o discontinua de
algtn(os) nutriente(s), la cual puede efectuarse mediante diferentes perfiles de alimentacién. Este tipo
de cultivos se ha utilizado exitosamente para contender con mecanismos de regulacién celular tales
como, represion catabdlica y/o inhibicién por sustrato (Modak et al., 1986; O"Connor et al., 1992); asi
como para reducir la produccién y/o acumulacién de metabolitos téxicos, tales como acidos organicos

(Yee y Blanch, 1992; Lee, 1996).

Arcas et al. (1987), lograron obtener hasta 1.2 x 10" esporas viables/ml realizando cultivos de
Bacillus thuringiensis en lote alimentado por gradientes (dos reservorios de alimentacién conectados
entre si, con concentraciones diferentes del medio de cultivo a alimentar a una velocidad de flujo

constante).



Posteriormente, Kang et al. (1992), efectuando cultivos en lote alimentado para obtener una alta
densidad celular, seguida de un cultivo en lote para inducir la produccién de esporas de B.
thuringiensis, observaron que al realizar cultivos en lote alimentado (intermitentemente con glucosa y
extracto de levadura), se logré una alta densidad celular (72.6 g/L) y una alta produccion de esporas

en el sucesivo cultivo en lote, logrando una concentracién de 1.25 x 10" esporas viables/ml.

Liu et al. (1994), realizando un cultivo en lote, seguido de un cultivo en lote alimentado
(constantemente y a diferentes flujos de alimentacién) para lograr una alta densidad celular de B.
thuringiensis, observaron que es necesario suplementar macro y micronutrientes para que la célula no
tenga limitacién de sustratos. Para ello es preciso conocer el rendimiento celular de los diferentes
nutrientes en el medio de fermentacién y controlar el oxigeno disuelto en el medio. Liu et al. (1994)

lograron una concentracion de 3.9 x 10" esporas totales/ml.

En los trabajos presentados anteriormente, todos realizados con B. thuringiensis, se debe tomar
en consideracion el hecho de que para fines de control biolégico, lo interesante de esta bacteria es la
toxina que produce. Ademas, en ninguno de los trabajos anteriores se reporta la relacion de esporas

viables con respecto a la concentracion de esporas totales alcanzadas.

En la patente No. 6, 010,898 proporcionada a Paik et al. (2000) se protege un proceso de
produccién de esporas viables de Bacillus polyfermenticus en cultivo alimentado. Con esta forma de

cultivo Paik et al. (2000) lograron una concentracion de esporas viables de 5.2 x 10° esp/ml.

Por otro lado, Monteiro et al. (2005), realizando cultivos en lote alimentado exponencialmente
(iniciando la alimentacién a la mitad de la fase de crecimiento exponencial y finalizando en la fase de
crecimiento tardia) para la produccion de esporas de B. subtilis lograron obtener hasta 7.4 x 10°
esp/ml. Utilizando este tipo de cultivo lograron una eficiencia de esporulacion del 21 %, el cual,

permiti6 incrementar 1.33 veces la concentracion de esporas con respecto al cultivo en lote (5.6 x 10°

esp/ml).

La importancia de producir esporas viables de B. subtilis radica en que se pueden formular
productos en base seca, gracias a su capacidad para resistir el calor y la desecacién. Rodriguez (2005)
desarroll6 un proceso de produccién de esporas viables de B. subtilis CPA, en cultivo en lote

sumergido, utilizando un medio mineral de bajo costo, logrando una concentracién de esporas de 1 x



10° esp/ml. Ademas, Rodriguez (2005) obtuvo un formulado en base seca que contiene esporas de B.
subtilis CPA y sus productos de fermentacion con una concentraciéon de 1 x 10" esp/g el cual conservo
practicamente la misma concentracion de cuentas viables a lo largo de seis meses de almacenamiento
a temperatura ambiente. Sin embargo, no se conoce la cantidad total de células (vegetativas viables,
vegetativas no viables, esporas viables y esporas no viables) al final de la fermentaciéon y en
consecuencia, tampoco se conoce el porcentaje de viabilidad de las esporas en el cultivo. Esto es
importante para determinar si el medio mineral necesita un enriquecimiento para satisfacer las
necesidades nutricionales de la bacteria y/o emplear otras condiciones de cultivo que incrementen la

concentracion de células y esporas viables.-

En el cuadro 2.2 se resumen los datos respecto a las concentraciones de esporas reportadas en
las referencias citadas anteriormente para B. thuringiensis, B. polyfermenticus y B. subtilis. En la mayoria
de estos trabajos se reportan esporas viables. Sin embargo, ninguno indica la viabilidad de las esporas
en el cultivo. Este hecho nos proporciona una excelente oportunidad para desarrollar un proceso que
maximice la produccion de esporas viables de B. subtilis para su uso como agente de control biolégico
y que ademads nos proporcione informaciéon a cerca de la viabilidad de las esporas en el cultivo,

teniendo un impacto en la industria de productos de control biolégico.

Cuadro 2.2. Resumen de la concentracién de esporas obtenidas en la literatura de B. thuringiensis y B. subtilis.

Referencia Microorganismo Esporas/ml Tipo de cultivo Comentarios

Arcas et al, 1987 B. thuringiensis 1.2 x 10% Lote Esporas
alimentado viables

Kang et al, 1992 B. thuringiensis 1.25 x 10" Lote Esporas
alimentado viables

Liu et al, 1994 B. thuringiensis 3.9 x10" Lote Esporas
alimentado totales

Paik et al, 2000 | B. polyfermenticus 5.2 x10° Lote Esporas
alimentado viables

Rodriguez, 2005 B. subtilis CPA 1x10° Lote Esporas
viables

Monteiro et al, B. subtilis MB24 7.4 x10° Lote Esporas
(2005) alimentado viables




3. Hipotesis

Empleando cultivo en lote alimentado es posible lograr una alta densidad celular de Bacillus

subtilis 83 que resulte en concentraciones de esporas viables de hasta 1 x 10" esp/ml.



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Establecer un proceso de producciéon de esporas de Bacillus subtilis 83 en cultivo en lote

alimentado con alta viabilidad para su uso como agente de control biolégico.
4.2 Objetivos particulares

* Establecer el porcentaje de viabilidad de esporas de Bacillus subtilis 83 durante su cultivo en un
medio mineral, para determinar la necesidad de suplementarlo con otros nutrientes.

* Seleccionar el/los nutriente(s) que puedan incrementar la viabilidad de esporas de B. subtilis 83
durante su cultivo en el medio mineral.

* Con el medio de cultivo seleccionado, desarrollar un proceso de produccién de esporas de B.
subtilis 83 en cultivo en lote alimentado, para obtener una concentraciéon de hasta 1 x 10"
esporas/ml.

* Evaluar la produccion y capacidad antagonica de los compuestos antiftiingicos producidos por

B. subtilis 83 en cultivo en lote alimentado.






5. Estrategia experimental

La estrategia general de trabajo se presenta en la figura 5. En un inicio se caracterizoé el proceso
de produccién de esporas viables de B. subtilis 83 en cultivo lote usando el medio mineral reportado
por Martinez et al. (1997). Con este cultivo se implementé una técnica para determinar el porcentaje de
viabilidad de las esporas, la cual implica la determinacién de la concentracion de las esporas totales y
la concentraciéon de las esporas viables. Para la cuantificacion de las esporas totales se utiliz6 el
método de conteo en un contador de células (Microscopio, cdimara de Neubauer). Las esporas viables
se cuantificaron mediante cuenta en placa. Las diluciones que se inocularon se sometieron a un
tratamiento térmico previo para eliminar las células vegetativas del cultivo, de acuerdo a lo

establecido por Rodriguez (2005). El porcentaje de viabilidad esta dado por:

esporas viables

% de viabilidad = x100

esporas totales

Debido a que el porcentaje de viabilidad de las esporas de B. subtilis 83 en el medio mineral
resulté en un valor bajo (<50%), este medio se suplementé con nutrientes reportados en trabajos
previos para el crecimiento y la produccion de esporas de B. subtilis y B. thuringiensis. Estas incluyen
caldo nutritivo, extracto de levadura y peptona (Schaeffer, 1969; Kang et al., 1992) y se experimento

con la combinacién de los tres suplementos.

Mediante el anélisis de cuenta viable total se demostr6 que la mejor opcién para el
cultivo de B. subtilis 83 fue el medio mineral. Por consiguiente, se realizaron tres cultivos alimentados
con glucosa, utilizando el medio de cultivo mineral. El primer cultivo alimentado (A) se realizé en
biorreactores de 10 I, mediante pulsos de glucosa, en donde la tinica condicién era mantener el cultivo
provisto de glucosa y evitar llegar a concentraciones cercanas a 0 g/l de glucosa para evitar que la
bacteria iniciara el proceso de esporulacion. Estos experimentos demostraron la necesidad de cambiar
el perfil de alimentacién a un perfil de tipo exponencial, lo cual dio lugar al segundo cultivo
alimentado (B), el cual se realiz6 en biorreactores de 4 1. La razén por la que este cultivo se realizé en
biorreactores de 4 1 fue porque en este equipo la alimentacion se puede suministrar al reactor de forma
automatica por medio de un programa que esta acoplado al equipo. De esta manera, se trasladé el

proceso de produccion de esporas viables de B. subtilis 83 al biorreactor de 4 1, utilizando como criterio



de escalamiento a la potencia volumétrica. En la alimentaciéon de los dos cultivos anteriores se

adicionaron las sales minerales del cultivo mineral en una concentracién dos veces mayor a la de un

cultivo en lote convencional (2x). Con respecto al pH, tinicamente fue controlado en el segundo caso.

Caracterizacion de la produccion de
esporas viables de B. subtilis 83 en cultivo
lote con el medio mineral

Mineral

\ /

Suplementacién del medio de

cultivo

\ 4

\ 4

v V

Caldo
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Extracto de

| Peptona || Mezcla |
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v—

Escoger condicién |
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viabilidad
Viabilidad en el medio
mineral
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glucosa, sales exponencial, sales minerales
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Fig. 5. Esquema de la estrategia general del presente proyecto.

Determinacion de actividad

antagonista

-

Finalmente, se realiz6 un cultivo alimentado con un perfil de alimentacion de modo

exponencial, en donde la concentraciéon de sales minerales en la alimentacion fue 1x y no hubo control

de pH. Estas caracteristicas no fueron establecidas previamente pero se obtuvieron resultados

interesantes y muy satisfactorios.

Se realizaron pruebas de actividad antagonista de acuerdo a lo establecido por Rodriguez

(2005). Estas pruebas se efectuaron para los cultivos en lote y los cultivos alimentados, con el fin de

establecer si se producian compuestos antiftingicos termorresistentes. Se realizaron bioensayos in vitro



de acuerdo a San-Lang et al. (2002), con el hongo fitopatégeno Fusarium spp. en cajas Petri, con medio
PDA y se ensay6 con el sobrenadante (previamente esterilizado y libre de esporas) del caldo de
fermentaciéon. Finalmente se determiné el porcentaje de inhibicion causado por los compuestos

antifingicos termorresistentes.

6. Materiales y métodos

6.1 Materiales

6.1.1 Microorganismos

Bacillus subtilis 83 (figura 6.1), aislada del follaje de cultivos de mango, fue proporcionada por

el Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (unidad Culiacan) en forma liofilizada.



La cepa es crecida en medio liquido YPG (Difco, Bioxon y Baker) y conservada en glicerol al 20 %

(v/v) a-15°C.

Fig. 6.1 Bacillus subtilis 83, vista al microscopi(-) compuesto
en inmersion a 100x.

Fusarium spp., (figura 6.2) patégeno del cultivo de papa, fue aislado de tubérculos de papa
infectados con este hongo y fue proporcionado por el Instituto de Fitosanidad del Colegio de
Postgraduados. Fusarium spp. es conservado en cajas Petri con medio de agar papa dextrosa (PDA;
Bioxon) a 10 °C. Este hongo fitopatégeno es utilizado como modelo para estudiar el efecto antagénico

de B. subtilis 83 y sus metabolitos en condiciones in vitro.

Fig. 6.2 Fusarium spp.Fuente: http:/ / content.ll-0.com/ pureaircontrols/ pureaircontrols_e_a000341316.JPG?i=122204121700
6.1.2 Composicion y preparaciéon de medios de cultivo

6.1.2.1 Medios s6lidos

Los medios s6lidos utilizados son YPG solidificado, para el conteo en placa de UFC/ml y PDA,
para estudios in vitro de antagonismo. La composicién de estos medios de cultivo se detallan en las

Tablas 6.1y 6.2.

Tabla 6.1. Composicién del medio de cultivo YPG

Medio Componente g/l
YPG Extracto de levadura 10

Peptona 10




Dextrosa 10

Agar 15

Tabla 6.2. Composicion del medio de cultivo PDA

Medio Componente g/l
PDA Infusién de papa (soélidos) 4
Dextrosa 20
Agar 15
6.1.2.2 Medios liquidos

Los medios liquidos utilizados son: YPG, para la preparacion de inéculos, medio mineral
(Martinez et al., 1997) y medio mineral suplementado con medios de cultivo complejos que han sido
reportados previamente para el crecimiento y produccion de B. subtilis (Schaeffer, 1969; Kang et al.,

1992).

La composicion y preparacion de los medios YPG y mineral se detallan en las Tablas 6.3 y 6.4.
En la preparaciéon de los medios suplementados se utiliza la composiciéon y preparacion del medio
mineral y se adiciona (previamente esterilizado y por separado) 5 g/1 de caldo nutritivo, extracto de

levadura y peptona, y una combinacién de los tres componentes en una concentracién de 1.66 g/1.

Tabla 6.3. Composicion del medio de cultivo YPG liquido

Medio Componente g/l
YPG Extracto de levadura 10
Peptona 10

Dextrosa 10

Tabla 6.4. Composicion del medio mineral.

Medio Componente g/l
Mineral (pH =7.2) (NH4),SO, 4.000
K,HPO, 5.320
KH,PO, 6.400
Dextrosa 10.000
MgSO, *H,O 0.400
MnCl, *4H,O 0.00785
CaCl, 0.040
FeSO, *7HO 0.030




Preparacion del medio mineral

Se prepar6 una solucién con el sulfato de amonio y los fosfatos de potasio y el pH se ajusté a 7.2 con
NaOH al 40 %. La solucién se esterilizé y se afiadieron, en condiciones estériles, las soluciones de
dextrosa y las sales restantes por separado. Todas las soluciones se esterilizaron en autoclave, a
excepcion de la solucién de sulfato de hierro, la cual se esteriliz6 en filtros con membrana de 0.22 um

de tamafio de poro, previamente esterilizada en autoclave.

6.1.3 Preparacion del inéculo

Para la preparacién del inéculo se toman 0.1 ml de glicerol, conteniendo la bacteria, y se estria
en una caja Petri conteniendo YPG y agar. La caja Petri se incuba a 30 °C por 24 h. Posteriormente, se
activa la cepa transfiriendo 5 asadas de las colonias formadas en medio YPG en una relacién de 1 %
con respecto al inéculo. A continuacion se transfiere a medio YPG fresco, en una relacion de 10 % del
volumen total, y se incuba el(los) matraz(ces) en una incubadora con agitacion a 30 °C, 200 rpm por 12

h hasta alcanzar una concentracion igual a 2 DO (aproximadamente 1 x 10° UFC/ml).
6.1.4 Cultivos en fermentador de 10 L
El cultivo en fermentadores de 10 L (figura 6.3) se utiliz6 para la seleccion del medio de

cultivo, producciéon de compuestos antifingicos y para estudiar la cinética de crecimiento y

produccién de esporas de B. subtilis 83.

Fig. 6.3 Biorreactor de 10 L ubicado en la Unidad de
Escalamiento y Planta Piloto del IBT/UNAM.

6.1.4.1 Condiciones de cultivo



Se realizaron cultivos en biorreactores de 14 L de volumen nominal (New Brunswick Scientific,
modelos Labroferm y Microferm). Las condiciones de fermentacion fueron las siguientes: volumen de
trabajo de 10 L, 3 turbinas Rushton de 6 paletas con un diametro de 0.105 m (D/T = 0.5), aireacion de 1
vvm (10 1/min), 30 °C, 230 rpm, sin control de pH, control de espuma (Clerol y AF, Dow Corning, al
30 % p/v, vigilado por medio de un sistema que constituye un sensor de nivel por conductividad
conectado a una bomba peristaltica), 24 horas de cultivo.

Se determinaron glucosa residual, pH, UFC/ml totales (que es igual a la suma de células
vegetativas viables y esporas viables), esporas/ml (tratamiento térmico a 80 °C/15 min) y amonio
residual cada 4 horas del cultivo. Estas técnicas se detallan mas adelante en la seccion 6.2. La

viabilidad se determiné mediante la siguiente ecuacion:

esporas viables N

% de wviabilidad = J00 ., Ec.1

esporas totales

6.1.5 Cultivos en lote alimentado

El cultivo en lote alimentado se utiliz6 para incrementar la concentracién de células
vegetativas, mediante la alimentacion del sustrato limitante (glucosa) durante la fase exponencial del
cultivo. Se inici6 con un cultivo en lote, evitando llegar a concentraciones de glucosa que inicien el
proceso de esporulacion, seguido de una etapa de alimentacion del sustrato limitante y finalizando

con una etapa en lote para inducir la esporulacion.

6.1.5.1 Cultivo alimentado A

Para la realizacién del cultivo alimentado A se utilizaron biorreactores de 14 L de volumen

nominal (New Brunswick Scientific, modelos Labroferm y Microferm).

6.1.5.1.1 Condiciones de cultivo

Las condiciones de fermentacién fueron las siguientes: volumen de trabajo inicial de 10 L, 3

turbinas Rushton de 6 paletas con un didmetro de 0.105 m (D/T = 0.5), aireacién de 1 vvm (10 1/ min),



30 °C, 230 rpm, sin control de pH, control de espuma (Clerol y AF, Dow Corning, al 30 % p/v,
controlado por medio de un sistema que constituye un sensor de nivel por conductividad conectado a
una bomba peristaltica). Se aliment6 1 litro de una solucién de glucosa concentrada a 300 g/1 (cuando
la concentraciéon de glucosa en el medio de fermentacién llegaba a aproximadamente 3 g/1, se
adicion6 200 ml de la solucién, esto se efectué en cinco ocasiones), conjuntamente con las sales
minerales del medio de cultivo en una concentracién dos veces mayor (2x) a la de un cultivo lote

convencional para B. subtilis 83.

Se determinaron glucosa residual, pH, UFC/ml totales (que es la suma de células vegetativas
viables y esporas viables), esporas/ml (tratamiento térmico a 80 °C/15 min) y amonio residual. La

viabilidad se determiné mediante la ecuacién 1.

6.1.5.2 Cultivos alimentados By C

Los cultivos alimentados B y C se llevaron a cabo en biorreactores de 5 L de volumen
operacional (New Brunswick Scientific, modelo Bioflo® 110/software: Biocomand®). Para la adicién
del sustrato limitante se utiliza una bomba peristéltica de precision (BioChemTechnology, Malvern,

PA).

S ——

Fig. 6.4 Biorreactor de 4 L ubicado en la Unidad de
Escalamiento y Planta Piloto del IBT/UNAM.

6.1.5.2.1 Condiciones de cultivo

Las condiciones de operaciéon fueron las siguientes: volumen de trabajo inicial de 3.5 L, 2
turbinas Rushton de 6 paletas con un diametro de 0.046 m, aireacién de 1 vvm, 30 °C, 759.5 rpm,

control de pH con NaOH 2 N (controlado por el CPU), control de espuma (Clerol y AF, Dow Corning,



al 30 % p/v, controlado por CPU). Se alimenta 1 litro de una solucién de glucosa concentrada a 300
g/l simultdneamente con las sales minerales del medio de cultivo en una concentracién igual (1x) y
dos veces (2x) mayor a la de un cultivo lote convencional para B. subtilis 83. El perfil de alimentacién

fue exponencial y esta dado por el siguiente balance de masa:

%(VX ) SVHX  (DIOMASA) et e Ec. 2
d _ yux
_(VS ) =FS, - (SUSEIAtO)  tovitiiiit i Ec.3
dt Y Iy

s
Lidn (VOIUMEN)  ..oeii e Ec.4
dt

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento, t es el tiempo, V es el volumen del reactor, X es la
concentraciéon de biomasa en el reactor, S es la concentraciéon del sustrato en el reactor, Sy es la
concentracion del sustrato en la alimentaciéon, Y.s es el rendimiento de biomasa con respecto al
sustrato y F es la velocidad de flujo. Considerando el caso donde la velocidad especifica de
crecimiento (p) es controlada a un valor constante. Dado un ¢ = 0, entonces V = V, y X = X, la ecuacién

puede ser integrada y escrita como:

Asumiendo que existe un estado seudoestacionario para la concentracién de sustrato, (d/dt)(VS) = 0. Si

se asume que Y, es constante sobre el tiempo, entonces sustituyendo la Ec. 5 en la Ec. 3, obtenemos:

Como puede ser visto en la Ec. 6, el perfil de alimentacién es exponencial. Sustituyendo la Ec. 6 en la

Ec. 4, tenemos:



VO
V=7(u+AXo exp|ut) - AX,)

Entonces, sustituyendo la Ec. 7 en la Ec. 5 se obtiene una expresién para la concentracién celular en el

curso del tiempo bajo estas condiciones:

Yo 1X, expl i)
(p+ AX, explp) - AX )

En estos cultivos se determinaron glucosa residual, pH, UFC/ml totales (que es la suma de
células vegetativas viables y esporas viables), esporas viables/ml (tratamiento térmico a 80 °C/15

min) y amonio residual. Por su parte, la viabilidad fue determinada mediante la ecuacién 1.

6.1.5.2.2 Reproduccién de resultados en el fermentador de 4 L

En trabajos anteriores dentro de nuestro grupo de investigacién, se realizaron pruebas de
escalamiento ascendente, de matraz a fermentador de 10 L, con el medio de cultivo mineral utilizado
en este trabajo. El criterio de escalamiento utilizado fue el de la potencia volumétrica (Rodriguez,

2005). Con estos antecedentes se decidi6 trasladar los resultados del biorreactor de 10 L a uno de 4 L.

La potencia volumétrica obtenida para el biorreactor de 10 L fue 0.47 W/L, criterio con el se
trabajo en el biorreactor de 4 L. Por lo tanto, siguiendo este criterio, en el biorreactor de 4 L la potencia
total es de 4.7 Watts, suponiendo que Pg/P es del 80 %, entonces la potencia total sin airear es de 3.76
Watts, por lo que la potencia por impulsor en el biorreactor de 4 L (2 impulsores) es de 1.88 Watts. La

velocidad de agitacion se determiné mediante la siguiente ecuacién:




Donde:

N = velocidad de agitacién

P = Potencia (1.88 Watts)

Po = Namero de potencia (4.5 tedrico)
p = Densidad (1000 Kg/m®)

D = Didmetro del impulsor (0.046 m)

Estos datos se sustituyeron en la ecuacién anterior y resulta una velocidad de agitacion de

12.658 rps, igual a 759.5 rpm.

6.2 Métodos analiticos

6.2.1 Cuantificacion de células totales mediante conteo directo

La cuantificacion de las células totales de B. subtilis (células vegetativas viables y no viables y
esporas viables y no viables) se determiné mediante conteo directo en el microscopio, utilizando la

camara de Neubauer.

La camara Neubauer consta de un cubreobjetos de cuarzo y un portaobjetos de un grosor
mayor a los de uso comun (figura 6.5). En la parte superior del portaobjetos se encuentran cuatro
canales longitudinales y uno transversal central. En la parte superior e inferior del canal transversal
estan grabadas dos rejillas de 9 mm? de superficie, las cuales estan a su vez subdivididas en una

cuadricula més pequefia (figura 6.5 A-B).

Usando el objetivo de 10x de un microscopio 6ptico, se enfoca de forma que en el campo se
cubra un cuadrado cuya area corresponda a 1 mm? generalmente se trabaja con el cuadro central. El
area del cuadro central es de 1 mm® y se encuentra subdividida en 25 cuadrados. Cada uno de estos

cuadrados mide 0.2 mm de lado, por lo que el area de cada uno sera de 0.04 mm? (figura 6.5 C).

Al colocar el cubreobjetos sobre el portaobjetos se tiene una profundidad de 0.1 mm, de forma
que el volumen contenido en cada uno de los cuadrados sera 0.004 mm?® (0.04 mm?* x 0.1 mm = 0.004

mm’).



Cuando la muestra (100 pL) se haya colocado en el centro de la cdmara y se haya colocado el
cubre objetos, se coloca la cdmara de Neubauer en la platina del microscopio y se enfoca con el
objetivo de 10x. Posteriormente se localiza el cuadro central de la rejilla (ubicando la cuadricula de 25
cuadros de 0,04 mm?), se hace un cambio de lente al objetivo de 40x y se realiza un acoplamiento a un
sistema de computo, el cual permite amplificar y digitalizar la imagen de los cuadrantes de la cAmara
de Neubauer (figura 6.5). La adquisicion de la imagen se hizo con el programa comercial Image Pro
Plus 4.1 (Media Cybernetics, MD, E.E.U.U.). Cabe sefialar que sin este acoplamiento, la cuenta de
células resulta imposible debido al tamafio de las células y a la magnificacion del objetivo (40x) del
microscopio. Finalmente se realiza el conteo celular. Se realiza el célculo de la concentracion celular

empleando la siguiente ecuacion:

Cel/ml = (total de células contadas en la cuadricula) x (4x10°) x (factor de dilucion) .Ec. 10
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Fig. 6.6 Esquema de uso de la cdimara de Neubauer.

6.2.2 Cuantificaciéon de unidades formadoras de colonias (UFC) mediante cuenta en placa



* Serealizan diluciones de la muestra (caldo de fermentacién) en tubos de vidrio de 13 x 150 mm
conteniendo solucién salina al 0.85 %.

* Setoma 0.1 ml de las soluciones y se colocan en cajas Petri con medio YPG y agar. La muestra
se homogeniza con perlas de vidrio sobre la superficie de la caja.

* Las cajas Petri inoculadas se incuban durante 48 h a 30 °C y se revisan a las 24 y 48 h de
incubacién. La cuantificacion de UFC/ml se realiza a las 48 h de incubacién empleando la

siguiente ecuacion:

UFC/ml = UFC/volumen de dilucion adicionado alacaja .................ocoooiii. Ec. 11

6.2.3 Cuantificacion de esporas

Las esporas se cuantificaron mediante cuenta en placa. Las diluciones que se inoculan se
someten a un tratamiento térmico de 85 °C durante 15 minutos para eliminar las células vegetativas
del cultivo (Harwood y Cutting, 1990; Rodriguez, 2005). En el tratamiento térmico se utilizaron tubos
de ensayo de vidrio (los cuales contenian las muestras en diluciones de 10°, 107, 10* y 10?), los cuales
se mantuvieron en un bafio de agua a una temperatura de 85 °C durante 15 minutos. Posteriormente
se tomaron 0.1 ml de la dilucién y se colocaron en una caja Petri con medio sélido YPG. La muestra se
homogeniz6 con perlas de vidrio sobre la superficie de la caja. Finalmente, las cajas Petri inoculadas se
incubaron durante 48 h a 30 °C y se cuantifican las colonias formadas a las 24 y 48 h de incubacién. La

cuantificacion de esporas viables/ml se realiz6 empleando la Ec. 11.

6.2.4 Determinacién de glucosa residual

La muestra se filtra en una membrana Millipore de 0.22 micras para eliminar las células
bacterianas y se analiza, para la determinacion de glucosa residual, en un analizador Yellow Spring
Instruments (YSI), modelo 2700-S. El método de andlisis del 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 reacciéon (HO,), es cuantificado y es proporcional a la concentracién de glucosa.

6.2.5 Determinacion de NH, residual



La cuantificacion de amonio se basa en el método del indofenol (Kaplan, 1965). En esta técnica,
el amonio reacciona con el hipoclorito de sodio, formandose la cloramina. Posteriormente, la
cloramina reacciona con el fenol para formar el cromogeno p-hidroxifeniliminobenzoquinona, el cual

es cuantificado colorimétricamente a 635 nm.

Para el andlisis de las muestras, libres de células, se procede de la siguiente manera:

o Se preparan dos soluciones con agua desionizada: solucién A (fenol 0.106 M y nitroferricianuro
de sodio 0.17 mM) y solucién B (hidréxido de sodio 0.125 N e hipoclorito de sodio 11 mM).

o Se preparan estandares a concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mM de sulfato de amonio a partir
de una solucién de 6 mM.

o Se adiciona 1 ml de la solucién A en un tubo con 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.

o El tiempo de la reaccién de la mezcla es de 30 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, las
muestras se leen en un espectrofotémetro (Beckman, modelo DU 650). Para la solucién blanco
se utiliza agua desionizada como muestra problema.

o Una vez realizadas las lecturas de absorbancia de los estandares, éstas se grafican contra su
respectiva concentracién y se construye una curva de calibraciéon mediante el ajuste de los
puntos por el método de minimos cuadrados. Posteriormente se obtiene la pendiente y la
ordenada en el origen para calcular las concentraciones de amonio de las muestras problema.

Para mas detalles en la seccién 13 se muestra una curva de calibracion estandar.

6.2.6 Bioensayos de antagonismo in vitro

Se realizaron bioensayos de antagonismo in vitro tomando como modelo de estudio al hongo
fitopatégeno Fusarium spp. (figura 6.6). En estas pruebas se evaludé el efecto antagénico de los

metabolitos producidos por B. subtilis 83 de la siguiente manera:

* El caldo de cultivo obtenido de la fermentacién de B. subtilis 83 fue filtrado en membranas de
0.22 pm de didmetro de poro, con el fin de separar el paquete celular de los metabolitos

producidos.



* El sobrenadante libre de células fue sometido a un tratamiento térmico que consiste en un
calentamiento con vapor a 121 °C durante 15 minutos (en autoclave).

* Se depositan 20 pl de la muestra (A) en dos orificios equidistantes, hechos en una placa de
medio PDA y con ayuda de un sacabocados de 5 mm de didmetro.

* En otros dos orificios equidistantes se depositan 20 pl de medio de cultivo o agua destilada
estéril, como testigo (B).

*  Fusarium spp. se inocula en el centro de la caja Petri en forma de explante de 5 mm de diametro
de medio PDA con micelio del hongo previamente crecido durante 6 dias (C).

* Las cajas se incuban a 30 °C por 6 dias y se compara el crecimiento micelial de Fusarium spp. en
el area de la caja Petri, en presencia del tratamiento y el testigo para obtener un porcentaje de

inhibicién.

TNRIbIciON (%) =100 % = X % ..veoveeeeeeee oo Ec. 12

Fig. 6.7 Bioensayos
6.2.7 Técnica de eliminacién de gas para la determinaciéon del k.a

La técnica de eliminacién de gas es un método indirecto para la determinacién del kia y que se
realiza en sistemas donde no se lleva a cabo una fermentacién. Los valores obtenidos se emplean para
hacer comparaciones entre diferentes biorreactores que operan bajo condiciones similares (Quintero,

1987).

La técnica se realiza de la siguiente manera:

* Se monta el biorreactor bajo las condiciones de trabajo: medio de cultivo, impulsores,

velocidad de agitacion, aireacién, temperatura y un electrodo para la medicién de la tensiéon

de oxigeno disuelto.



* Estando en operacion el biorreactor, se suspende el sumistro de aire en el sistema y se
alimenta nitrégeno para eliminar el oxigeno disuelto en el biorreactor.

* Una vez que la tensién de oxigeno disuelto sea igual o cercana a cero, se airea nuevamente y
se toman lecturas, a tiempos iguales, del incremento en la tensién del oxigeno disuelto hasta
que la lectura sea igual o cercana a 100.

* De acuerdo con el balance del oxigeno en el biorreactor se aplica la siguiente ecuacion:

dC02 %

P =, a(CL = O )= 0, X ittt Ec. 11
En donde:
Kia = coeficiente volumétrico de transferencia de masa

*

C, = concentracion de saturacion de oxigeno disuelto

C, = concentracién de oxigeno disuelto en el seno del liquido

Qo,

velocidad especifica de consumo de oxigeno

X = concentracion celular

* El término de consumo de oxigeno (Qoz) es cero, puesto que ningun microorganismo esta

presente, por lo que se tiene la siguiente ecuacion:

dc,,
dt

=K, C = O, ) e Ec.12

g

* Rearreglando la ecuacion 12 se obtiene la siguiente ecuacion:

1-C,

I ok Ec.13

* Si se realiza un grafica con la ecuacién 13 vs tiempo, se obtiene una linea recta en donde la

pendiente es -k a.



Para la determinacién del k,a en el fermentador de 4 L las condiciones fueron las siguientes: 759.5 rpm
parauna P/V de 0.47 W/L, 1 vvm, 30 °C y 4 L de medio mineral, mientras que para el fermentador de
10 L las condiciones fueron: 230 rpm para una p/V de 047 W/L, 1 vvmm, 30 °C y 10 L de medio

mineral.

7. Resultados y discusién

7.1 Cinéticas de crecimiento y esporulacion de Bacillus subtilis 83 en el medio mineral

En la figura 7.1 se muestra la cinética de crecimiento y la esporulacion de B. subtilis 83 en
cultivo lote con el medio mineral. El experimento se realizé por triplicado y se grafica el promedio de
las tres réplicas mostrando las desviaciones estandar de los pardmetros medidos. Se observa que la
méxima concentracion de células vegetativas viables fue de 1.24 x 10° UFC/ml a las 12 h de cultivo,
concentracion ligeramente mayor a la obtenida por Rodriguez (2005) con la cepa B. subtilis CPA, ya
que alcanz6 aproximadamente 7 x 10° UFC/ml al mismo tiempo de cultivo. Por otra parte, hubo un
incremento significativo en la concentracion de esporas a las 16 h de cultivo, con respecto al las 12 h.
Al final de la fermentacion se obtienen 7.2 x 10° esporas viables/ml, concentraciéon sensiblemente
menor a la obtenida por Rodriguez (2005) (1 x 10° esporas viables/ ml). Comparando los resultados de
la cepa B. subtilis 83 con la cepa de B. subtilis estudiada por Rodriguez (2005) podemos decir que hay
una gran similitud entre estas dos cepas, ya que los perfiles de crecimiento y esporulacion bacteriana

son muy parecidos, asi como los perfiles de consumo de sustratos.
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Fig. 7.1 Cinética de crecimiento y la esporulaciéon de B. subtilis 83 en cultivo lote con el medio mineral.

En la figura 7.2 se muestra la cinética de crecimiento, la esporulacién, concentraciones de
sustratos en el cultivo y produccién de compuestos antifingicos de B. subtilis 83 a lo largo del cultivo
en el medio mineral. El experimento se realizé por triplicado y se grafica el promedio de las tres
réplicas. Las barras verticales indican las desviaciones estindar de los parametros medidos. El
incremento de la concentracién de esporas viables a las 16 h de cultivo, con respecto al las 12 h (figura
7.2a), correspondi6 a 4 horas después de que se agoté6 completamente la fuente de carbono (glucosa)
en el medio de cultivo (figura 7.2b). Esto coincide con lo reportado por Walker (2000), quien menciona
que el proceso de esporulacion en bacterias del género Bacillus se presenta en un tiempo aproximado
de 6 h desde que el nutriente limitante se agota. La viabilidad de las esporas resulté en un 28.4 %. Por
otra parte, la relacion de las células vegetativas viables que se convierten en esporas viables fue del 10
%. En la figura 7.2a se puede observar la concentracion de células vegetativas viables que se

convierten a esporas viables, ya que estas concentraciones se muestran en la misma escala.

Por otro lado, el crecimiento de la bacteria no se vio limitado por la fuente de nitrégeno, ya que

el amonio no se agoté6 durante el cultivo (figura 7.2b). En trabajos previos, Sahoo et al. (2004)



mencionan que cuando B. subtilis se encuentra en condiciones de anaerobiosis se inhibe el proceso de
esporulacion. En este caso, podemos notar que el oxigeno no fue un factor limitante en el crecimiento
y esporulacién de la bacteria, ya que aunque la tensién de oxigeno disuelto descendi6 hasta niveles
menores a 10 % (en relacién a la saturacién con aire), y en algunos casos lleg6 hasta un valor de 0 %
(figura 7.2c), B. subtilis 83 llevd a cabo el proceso de esporulacion tiempo después de que se

observaron estos niveles de oxigeno disuelto en el medio.

En la figura 7.2c se observa que el pH disminuy¢ significativamente en las primeras 12 horas
de cultivo, lo que coincide con lo reportado por Nakata y Halvorson (1960). Ellos mencionan que
cuando las bacterias del género Bacillus crecen en presencia de glucosa, el pH disminuye hasta 5-6
como resultado de la produccién de 4cidos orgénicos como el piruvato y el acetato. Ademds, Asante y
Neal (1993) reportan que algunas sustancias con actividad antifingica que produce B. subtilis son

acidos de bajo peso molecular como &cido acético, cido isobutirico y acido a-metilbutirico.



g 8
2 3
T .S
..mu,o >
0
N < Q
Wbm s 2 o
T g 8¢ )
DS »n
U5 M| m:ham (@en
ISR oo
+ + On< ++
[ /sajqera serodsy
— O
DS g wn oo wma o (/3 omowedpopng nd
+ 4+ ++ + ++++ + + T
VLVWUVLIVLILLLWLIVWIUILDL © 10 © 15 © 19 o ® 9 w o 9
A e T e B e e B e R e R 0w B o B o B o B [ep] (9] [ql} [ql} i [N \O \O O \O \O
© B v e
i) o o0 \O <t [q\l o (@] (@] (] o o o (@] o o
TTTETYERTRYTE T = % ° ¥ D,
VUL ULUVLWUVUDLVUD (1/8) esoon (%) (%) -dds wniwsny op
e R e R e R R %) AOL

[ /sa[qera seAnje}a3aA senja)

OJUSTWIDAID [9P UOIIqIYU]

24

20

16

12

Tiempo (h)



Fig. 7.2 Cinética de crecimiento y de esporulacién de B. subtilis 83 (a) en medio mineral,
concentraciéon de sustratos (b), evolucién de pH y de la tensién del oxigeno disuelto (TOD)
(c), produccién de compuestos antiftngicos (d).

Shuler y Kargi (1992) reportaron que si el amonio es la tnica fuente de nitrégeno, como es el
caso de este medio de cultivo, los iones hidronio son liberados al medio como resultado de la

utilizacién microbiana del amonio, resultando en una disminucién del pH.

Se realizaron bioensayos de antagonismo in vitro usando al hongo fitopatogeno Fusarium spp.
Se determin¢ la actividad antagonista de los metabolitos, tanto crudos como resistentes al proceso de
esterilizacion, producidos por B. subtilis 83. En la Figura 7.2d, se puede observar que existe actividad
antimicrobiana ocasionada por los metabolitos de B. subtilis 83 al someterlos al proceso de
esterilizacion. Este resultado se transforma en una ventaja, debido a que facilita la formulacién de un

producto comercial con esporas de B. subtilis 83 resistentes a las temperaturas de esterilizacion.

En la figura 7.2d se presenta tiinicamente la cinética de produccion de compuestos antiftiingicos
resistentes al proceso de esterilizaciéon por B. subtilis 83 a diferentes tiempos del cultivo. Esto se
decidi6 debido a que, desde el punto de vista de la formulacién, es conveniente estudiar a los
compuestos antifingicos que resistan altas temperaturas, como la de esterilizacién, ya que estos
compuestos se mantendrdn después de ser formulados. Se puede notar que esta bacteria empezoé a
sintetizar compuestos antiftingicos entre las 4 y 8 h de cultivo, ya que en los bioensayos realizados a
partir de la muestra de las 8 h se observé inhibicién de Fusarium spp. La méaxima inhibiciéon de
Fusarium spp. se present6 a las 16 h (30 %) y posteriormente disminuy¢ hasta alcanzar un porcentaje

de inhibicion del 12 %.

La naturaleza de los compuestos antifingicos termorresistentes pudiera ser que esté
relacionada con los siguientes compuestos: subtilina, iturinas, maltazinas, micosubtilisina,
bacilopeptinas, surfactina y 7-O-Malonil macrolactin A. Estos compuestos mantienen su actividad
antimicrobiana a altas temperaturas (Banerjee y Norman, 1988; Bernal et al. 2002; Hagelin et al. 2004;
Kajimura et al. 1995; Mannanov y Sattarova, 2001; Martin y Gottlieb, 1955; Stein y Entian, 2002;
Tabarez et al. 2006).

Para estudiar el efecto de la adicién de un medio de cultivo complejo al medio de cultivo
mineral sobre las cuentas viables se consideré estudiar la suplementacion del medio de cultivo

mineral con otros nutrientes que pudieran incrementar la concentracién de las células vegetativas



viables y de las esporas viables. Los nutrientes que han sido utilizados para maximizar la produccién
de biomasa (células viables) en especies del género Bacillus son: caldo nutritivo, peptona y extracto de

levadura (Schaeffer, 1969; Kang et al., 1992).

7.2 Cinéticas de crecimiento y produccion de esporas de B. subtilis 83 en diferentes medios de
cultivo

En la figura 7.3 se muestra la cinética de crecimiento y la esporulaciéon de B. subtilis 83 en los
medios suplementados con extracto de levadura (5 g/1), caldo nutritivo (5 g/1), peptona (5 g/1) y la
combinaciéon de todos los suplementos (extracto de levadura 1.66 g/1, caldo nutritivo 1.66 g/l y
peptona 1.66 g/1). Los experimentos se realizaron por triplicado y se graficé el promedio de las tres
réplicas. Las barras verticales en los puntos graficados indican las desviaciones estdndar de los

experimentos. En algunos casos, las desviaciones son de la misma magnitud del simbolo empleado.

En el medio suplementado con extracto de levadura se alcanzé sensiblemente la méaxima
concentracion de células vegetativas viables de B. subtilis 83 (figura 7.3a), 1.6 x 10° UFC/ml a las 16 h
de cultivo, concomitante con el agotamiento de la glucosa (figura 7.4a) y el inicio del proceso de

esporulacion. La concentracion de esporas viables al final del cultivo fue de 9 x 10” esp/ml.

En el caso de los medios suplementados con caldo nutritivo y la combinacién de todos los
nutrientes (figura 7.3b y d), la médxima concentracién de células vegetativas viables que se obtuvo fue
de 8.5 x 10° UFC/ml y 1.2 x 10° UFC/ml, respectivamente, a las 8 h de cultivo, tiempo en el que la
glucosa se agota (figuras 7.4b y 7.5b) e inicia el proceso de esporulacion. Se llegé a una concentracion
de esporas viables de 4 x 10® esp/ml para el medio suplementado con caldo nutritivo y 1 x 107 esp/ml

para el medio suplementado con todos los nutrientes.
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Fig. 7.3 Cinética de crecimiento y esporulacién de B. subtilis 83 en los medios suplementados con extracto de levadura (a),
caldo nutritivo (b), peptona (c) y la combinacién de todos los suplementos (d).

Para el medio suplementado con peptona, la maxima concentracién de células vegetativas
viables que se logré fue de 5.4 x 10° UFC/ml a las 12 h de cultivo, justamente cuando se agota la
glucosa y aunque las esporas se detectan hasta las 24 horas, se obtiene una concentracién de esporas

viables de 1 x 10° esp/ml. Esta aparicion tardia de las esporas viables se debe, posiblemente, a que



aunque en el medio de cultivo ya no habia glucosa, la célula pudo haber utilizado otros nutrientes
para mantenimiento y evitar, por un tiempo, el inicio de la esporulacién. En estos experimentos, la
concentracion de esporas viables al inicio del cultivo, en algunos casos, fue diferente ya que no se
habia caracterizado la forma de inocular, por lo que al inicio de los cultivos ya existia concentracién de
esporas viables. Sin embargo, para los siguientes cultivos se inocul6 sin esporas viables.

En la figura 7.4 se muestran la cinética de crecimiento, la esporulacion, concentraciéon de
sustratos en el medio y producciéon de compuestos antifingicos de B. subtilis 83 en los medios
suplementados con extracto de levadura y caldo nutritivo. La figura 7.5 presenta lo anterior, pero en
los medios suplementados con peptona y la combinacién de todos los suplementos. Los experimentos
se realizaron por triplicado y se grafic6 el promedio de las tres réplicas. Las barras verticales en los
puntos graficados indican las desviaciones estandar de los experimentos. En algunos casos, las

desviaciones son de la misma magnitud del simbolo empleado.

En los paneles superiores de las figuras 7.4 y 7.5, la concentracion de células vegetativas
viables y esporas viables estdn graficados en una misma escala para diferenciar la conversiéon de
células vegetativas viables a esporas viables. Comparando con el medio mineral no suplementado, se
esperaba lograr concentraciones mayores de células vegetativas, por ser éstos medios nutritivos en
donde existen nutrientes que favorecen el crecimiento de la bacteria (Schaeffer, 1969; Kang et al., 1992).
Sin embargo, esto no sucede y, ademds, en algunos casos, la méxima concentracién de células
vegetativas se alcanza en un tiempo mayor (16 h) comparado con el medio mineral no suplementado
(ver detalles en la seccion 7.3). Este hecho puede estar relacionado con lo reportado por Luna et al.
(2002) y por Jung et al. (2005), en donde reportan que bacterias del género Bacillus utilizan el extracto
de levadura y la peptona como fuente de nitrégeno. Esto concuerda con el perfil del consumo de
amonio, en donde se muestra que no hubo un cambio apreciable en la concentraciéon de este
componente en todos los medios suplementados. Es posible que en estos casos, la célula utilice estos
suplementos como fuente de nitrégeno ya que como fuente de carbono, el aprovechamiento como tal
seria ineficiente, ademas de que la célula gastaria mas energia en metabolizarla. La tensién de oxigeno
disuelto en los cultivos suplementados fue cercana al 10 % entre las 8 y las 12 h de cultivo y se
incrementa a tiempos posteriores, cuando la bacteria comienza el proceso de esporulacién, llegando a
valores cercanos al 100 % al final del cultivo, cuando se alcanza la maxima concentracién de esporas.
Los valores de pH disminuyen a lo largo del cultivo, esto puede ser relacionado con la produccién de
los compuestos antifingicos, ya que se ha reportado que algunos de ellos pueden ser &cidos de bajo

peso molecular, como acido acético, acido isobutirico, acido a-metilbutirico (Asante y Neal, 1993).
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Fig. 7.4 Cinéticas de crecimiento y de esporulacion de B. subtilis 83 en los medios suplementados con extracto de levadura (a)
y caldo nutritivo (b). Consumo de sustratos, evolucion de pH, evolucién del oxigeno disuelto y produccién de
compuestos antifingicos.
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Fig. 7.5 Cinéticas de crecimiento y de esporulacion de B. subtilis 83 en los medios suplementados con peptona (a) y la
combinacién de los nutrientes (b). Consumo de sustratos, evolucion de pH, evolucién del oxigeno disuelto y
produccion de compuestos antifingicos.

Se realizaron bioensayos de antagonismo in vitro usando al hongo fitopatégeno Fusarium spp.
para ver si la bacteria sintetizaba compuestos antifingicos en los medios de cultivo probados. B.
subtilis 83 logré sintetizar compuestos antifungicos en los medios complejos y, ademas, éstos fueron
resistentes al proceso de esterilizacion (figuras 7.4 y 7.5 paneles inferiores). El porcentaje de inhibicién
de los compuestos antiftiingicos resistentes al proceso de esterilizacién producidos por la bacteria en
los diferentes medios de cultivo se encuentra alrededor del 30 %. Se esperaba que en el medio
suplementado con peptona hubiera un mayor porcentaje de inhibicién ya que Yoshida et al. (2001)
sugieren que la peptona es el principal componente para la produccién de compuestos antifangicos
por esta bacteria. En la figura 7.4, en los paneles inferiores, a la hora 20 de cultivo para el extracto de
levadura y 16 para el caldo nutritivo, los porcentajes de inhibicion sobre Fusarium spp. no se muestran

debido a problemas técnicos.

7.3 Seleccion del medio de cultivo

El cuadro 7.1 muestra las concentraciones de las células vegetativas viables de B. subtilis 83 y
normalizadas con respecto a la concentracién inicial de células vegetativas viables a las 12 h de
cultivo. También se muestra la concentraciéon de las esporas viables y normalizadas con respecto a la
concentracién inicial de esporas viables de la bacteria obtenidas al final de la fermentacion, en los
diferentes medios de cultivo formulados. Se muestra también el valor de la desviacién estandar de los
datos empleados. Los medios de cultivo se analizaron en cuanto a la maxima concentracién alcanzada
de células vegetativas y esporas viables de B. subtilis 83, comparadas con el medio mineral no

suplementado utilizado convencionalmente para el crecimiento y esporulacién de la bacteria.

Aunque los valores de células vegetativas viables se encuentran en aproximadamente el
mismo orden de magnitud, claramente el medio de cultivo mineral no suplementado supera a los
otros medios de cultivo. Ademads, al normalizar la concentracién de células vegetativas con respecto a
la concentracion inicial, en el medio de cultivo mineral no suplementado se obtiene una mayor
concentracion de células vegetativas viables, seguido muy de cerca del medio suplementado con la

combinacién de todos los suplementos.

Cuadro 7.1 Concentraciones de las células vegetativas de B. subtilis 83 a las 12 h de cultivo y de las esporas viables de la
bacteria al final del cultivo (24 h), en los diferentes medios de cultivo formulados. También se muestra la



concentraciéon de células vegetativas viables y esporas viables a las 12 y 24 h de cultivo, respectivamente,
normalizadas con respecto a la concentracién inicial de células.

Medio Cél. vegetativas X/Xo (cél. Esporas X/Xo x 10° Esporas
viables (UFC x10  vegetativas viables/ml (Esp (esporas viables/ cél
*/ml) viables) x 10 */ml) viables) veg. viables
Mineral 26 (+1.4) 44.6 (£7.3) 24 (£1.2) 24 (£1.2) 0.1 (£0.02)
Extracto 1(x0.16) 13.1 (£ 3.57) 0.5 (0.28) 0.5 (£0.28) 0.3 (x0.09)
de
levadura
Caldo 7(+4.2) 36.7 (£ 5.4) 2.1 (x0.26) 2.1 (x0.26) 0.4 (+0.1)
nutritivo
Peptona 52 259 (x6.8) 0.78(x 0.35) 0.78 (£ 0.35) 0.1 (0.04)
Mezcla 9(x0.4) 43 (£ 8.4) 0.05 (x 0.007) 0.05 (£ 0.007) | 0.003 (£2x
10°)

La figura 7.6 muestra las maximas concentraciones de células vegetativas que se obtuvieron
para cada medio de cultivo. Podemos notar que la maxima concentraciéon obtenida fue en el medio
suplementado con extracto de levadura, ya que se obtuvo una concentracion de 1.6 x 10° UFC/ml a las
16 horas de cultivo. Sin embargo, comparado con el medio mineral no suplementado, este alcanz6 una
concentracion cercana (1.24 x 10° UFC/ml) 4 horas antes. Aunque se esperaba que los nutrientes
suplementados al medio mineral incrementaran la concentracién de células viables, esto no ocurri6.
Existen evidencias que explican el motivo por el cual, al cultivar a B. subtilis en medios de cultivo
complejos que contienen, adicionalmente, glucosa (como es el caso de los medios suplementados
utilizados en este trabajo), no resultan concentraciones favorables de células vegetativas viables.
Hanson y Cox (1967) mencionan que cuando B. subtilis es cultivado en medios complejos que
contienen glucosa, existe una reduccioén en los niveles de las enzimas que participan en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, dando lugar a una ineficiente produccién de energia (en forma de ATP) y de
intermediarios que son necesarios para la sintesis de sustancias que son requeridas para el crecimiento
de la bacteria. Estos investigadores indican que algunas de las enzimas que son reprimidas bajo estas
condiciones y que participan en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos son la aconitasa, la cual da lugar a
la sintesis del cis-aconitato y el isocitrato, y el complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa, el cual da
lugar a la sintesis del succinil-CoA. La formacién de estos intermediarios es de suma importancia, ya
que a partir del succinil-CoA se forman las porfirinas y a partir del a-cetoglutarato se forman varios
aminodcidos. Otra manera de explicar el hecho de que no se hayan obtenido altas concentraciones
celulares es mediante lo reportado por Yiiksekdag et al. (2003), quienes mencionan que cuando B.
subtilis

es cultivada en medios ricos con glucosa como fuente de carbono se producen altas

concentraciones de poli-p-hidroxibutirato (PHB). Esto ocurre en la fase estacionaria, cuando las células



comienzan a ser limitadas por un nutriente esencial (especialmente la fuente de nitrégeno) y existe
glucosa en el medio, la cual se metaboliza ineficientemente. Otra factible explicaciéon de que no se
hayan obtenido los resultados esperados con estos medios complejos es que existen reportes en los
que se mencionan que B. subtilis utiliza los componentes de los medios de cultivo complejos que
tienen alto contenido en aminoécidos (como podria ser el caso de los medios de cultivo complejos
utilizados en este estudio) como fuente de nitrégeno (Luna et al., 2002; Jung et al., 2005) por lo que en
estos experimentos B. subtilis 83 sigue utilizando a la glucosa (al igual que en el medio mineral) como

su Unica fuente de carbono, de tal manera que las células viables no aumenten.
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Fig. 7.6 Concentracion de células vegetativas de B. subtilis 83 en los diferentes medios de cultivo evaluados.
Con respecto a las esporas viables, en el cuadro 7.1 se observa que el medio mineral no

suplementado obtuvo la mayor concentracién de esporas viables (normalizadas con respecto a la
concentracion inicial de esporas viables), seguido del medio suplementado con caldo nutritivo. Esto
podria estar relacionado con lo mencionado por Foster et al. (1950), quienes reportan que los medios
de cultivo complejos (como los que contienen extracto de levadura, caldo nutritivo y peptona) son
ineficientes para el crecimiento de B. subtilis debido a que se producen sustancias inhibitorias.
Ademas, la esporulacién también se ve afectada por dichas sustancias y por factores que denominaron
“factores antiesporulaciéon”. Por otra parte, Martinez (1997) menciona que cuando B. subtilis es
cultivado en medios con caldo nutritivo, el factor o' se encuentra en una concentraciéon muy baja
durante el crecimiento exponencial y se incrementa de manera sustancial durante la primera hora
después de que se detiene el crecimiento. Por el contrario, en medio minimo con glucosa o" se
encuentra en un nivel elevado, tanto durante el crecimiento exponencial, como durante la fase

estacionaria. Este factor sigma es muy importante durante el crecimiento vegetativo y, especialmente,



en la etapa de esporulacion. El factor ¢" es el producto del gene spoOH que es necesario para la
transcripciéon de muchos genes que son expresados durante el estadio de transicién a la esporulacion.
Ademaés este factor contribuye a la expresion del gene que codifica para o, principal factor sigma de

la fase de crecimiento vegetativo.

Por otra parte, la eficiencia de conversiéon de células vegetativas viables a esporas viables
(eficiencia de esporulacion) en el medio de cultivo mineral no suplementado fue sensiblemente menor,
comparado con los medios suplementados con extracto de levadura y caldo nutritivo. Esto concuerda
con Schaeffer (1969) quien reporta que los medios que contienen caldo nutritivo aumentan la

eficiencia de esporulacién en bacterias del género Bacillus.

En base a estos resultados, se seleccioné el medio de cultivo mineral no suplementado para ser
utilizado en el subsiguiente cultivo alimentado, ya que se obtienen concentraciones similares de
células vegetativas viables, comparado con los medios complejos, y en algunos casos en menor tiempo
(medio suplementado con extracto de levadura), ademds de que resulta econémicamente mds
conveniente.

7.4 Cultivos alimentados

Los cultivos alimentados se realizaron en biorreactores de 5 y 10 L. Estos consistieron de tres
etapas. La primera, una etapa de cultivo lote de 10 h, en la cual, las células empezaron a crecer en su
fase exponencial con una concentracién inicial de glucosa de 10 g/1. Después de 10 h, o de que la
glucosa remanente llegara a una concentracién aproximada de 3 g/1, se inici6 la etapa de alimentacion
de acuerdo al perfil establecido. Para prevenir la limitacion por otro nutriente diferente a la glucosa,
todas las sales del medio de cultivo se adicionaron junto con la glucosa en la soluciéon alimentada. La
tercera etapa fue de nuevo una etapa lote. Esta etapa se present6 después de que culminé la etapa de
alimentacion y hasta que la glucosa fuera consumida totalmente por la bacteria, para que

posteriormente B. subtilis 83 iniciara su proceso de esporulacion.

Primeramente se realiz6 un cultivo alimentado mediante pulsos de glucosa, en donde el
objetivo era alimentar el cultivo de manera gradual, manteniendo el cultivo provisto de glucosa y
evitando llegar a concentraciones cercanas a 0 g/1 de glucosa, con el fin de evitar que la bacteria
iniciara el proceso de esporulaciéon. Este cultivo se llevé a cabo en fermentadores de 10 L y la

alimentacion se realiz6 manualmente cada vez que el nivel de glucosa llegaba entre 3 y 0 g/1, medida



ex situ (a este cultivo llamaremos cultivo alimentado A). Con los resultados de este cultivo y la
experiencia de Monteiro et al. (2005), la cual se publicé cuando este proyecto ya estaba en curso, se
decidi6 realizar un cultivo alimentado que fuera aumentando la concentraciéon de glucosa de manera

exponencial. A este cultivo se le denominé cultivo alimentado B. La caracteristica sobresaliente de este

cultivo fue que la concentracion de las sales en la alimentacién era dos veces superior (2x) en relacién
a la utilizada en el cultivo lote convencional. Ademas, el pH fue controlado a un valor cercano a 7.
Este cultivo se realiz6 en biorreactores de 5 L, ya que en este equipo es posible controlar la
alimentaciéon mediante un programa de computadora que esta acoplado al sistema de biorreactores.
Analizando los resultados del cultivo alimentado B, se resolvié experimentar con un cultivo
alimentado con el mismo perfil que en el B, pero en este caso, la concentracion de sales en la
alimentacion fue la misma empleada normalmente para un cultivo en lote (1x) y no hubo control de

pH. A este cultivo le nombraremos cultivo alimentado C y se llevé a cabo en el biorreactor de 5 L.

7.4.1 Cultivo alimentado A

Para este cultivo se utilizé un biorreactor de 10 L de volumen operacional (New Brunswick
Scientific, modelos Labroferm y Microferm). El criterio con el que se llevé a cabo este cultivo fue
mantener un nivel de glucosa en el medio tal, que evitara la esporulacién, de acuerdo a lo que
mencionan Monteiro et al. (2005), quienes reportaron que si la concentracién de glucosa en el medio de

fermentacién se encuentra por debajo de 3 g/1, es posible que se inicie la esporulacion.

Se realizaron pulsos de alimentacién de aproximadamente 200 ml de una solucién de glucosa
(conteniendo 300 g/1) y sales minerales (en una concentraciéon dos veces mayor a la empleada en un
cultivo lote convencional, 2x) a una velocidad de alimentacién de 56.8 ml/min, por medio de una
bomba peristéltica. Esta solucién se adicionaba cuando la concentracién de glucosa en el medio de
cultivo llegaba a niveles de entre 1 y 3 g/1. La concentracién de glucosa fue medida fuera del reactor
en un analizador enzimético (YSI, modelo 2700-S) a cada hora durante la alimentacién. Con esto se
evito el agotamiento de este nutriente, lo que conduciria al inicio del proceso de esporulacion de la
bacteria. Esto se llev6 a cabo con el fin de que la bacteria utilizara eficientemente la fuente de carbono
alimentada y aumentara la concentracion de células vegetativas obtenidas en el cultivo lote. El
experimento se realiz6 por triplicado y se graficé el promedio de las tres réplicas mostrando las barras
de desviacion que indican los valores maximos y minimos obtenidos entre réplicas. En algunos casos,
las desviaciones son de la misma magnitud del simbolo empleado. Las lineas punteadas verticales

indican el tiempo de inicio y final de la etapa de alimentacién.



En la figura 7.7 se muestra la cinética de crecimiento y la esporulacién de B. subtilis 83, asi
como el perfil de alimentacién y las concentraciones de glucosa y de amonio en el medio. Se presenta
también la evolucion del pH y de la TOD durante el cultivo. En la figura 7.7d se muestra la cinética de
crecimiento y la esporulacion de la bacteria en diferentes escalas para observar con mas detalle los
cambios en la concentracién celular. Tal como se esperaba, durante la primera fase en lote, el cultivo se
comporté de manera similar al cultivo en lote mostrado en la figura 7.2. Dentro de las primeras cuatro
horas de la fase de alimentacién (figura 7.7b), la concentracién de células vegetativas viables aumento
de 3.8 x 10" UFC/ml a 1.7 x 10° UFC/ml (figura 7.7d). Durante las siguientes 29 horas de la
alimentacién la concentracion de células vegetativas viables ya no aumenta significativamente
(figuras 7.7a y 7.7d). La velocidad especifica de crecimiento en la etapa de alimentacion fue de 0.06 h™
y la velocidad especifica de consumo de glucosa fue de 0.22 g glucosa/g biomasa*h. Estos parametros
fueron calculados mediante las ecuaciones 2 y 3, respectivamente. Por otra parte, a consecuencia del
incremento de la poblacién bacteriana viable, el porcentaje de oxigeno disuelto en el medio
permaneci6 en niveles cercanos a 0 % durante la fase de alimentacién (figura 7.7c). A partir de que la
alimentacion ces6, esto es a las 34 h de cultivo (se adicion6 1 I de solucién), y, aunque la concentracion
de glucosa estaba en el maximo nivel (figura 7.7b), la TOD en el medio comenzé a aumentar. La
evidencia de que las células vegetativas ya no aumentan al final de la alimentacién, nos da la pauta
para discernir que, probablemente, a ese nivel de glucosa (~20 g/1) exista una represion parcial en la
sintesis de las enzimas de ciclo de los &cidos tricarboxilicos, debido a que la glucosa es un sustrato que
se metaboliza facilmente, de acuerdo a lo mencionado por Hanson y Cox (1967). Ademas, estos
investigadores reportan que bajo condiciones de altas concentraciones de sustrato una producciéon
significativa de acetato, lactato, formato y acetoina reduce sustancialmente la eficiencia de la

utilizacién de carbono para la biosintesis celular.

Con respecto a la viabilidad de las esporas, en esta forma de cultivo se aument6 a 69.2 % con
respecto a la obtenida en el cultivo lote (28.4 %). Se especula que bajo las condiciones evaluadas (esto
es en un medio de cultivo Gnicamente con glucosa y sulfato de amonio como fuentes de carbono y
nitrégeno, respectivamente), las células de B. subtilis 83 detectan un ambiente nutricional desfavorable
para su crecimiento. En consecuencia, es posible que se expresen genes que no son esenciales durante
el crecimiento exponencial, tales como el gene spoOH (involucrado en el proceso de esporulacion) en
un intento por obtener fuentes alternas de nutrientes, tal como lo reporta Martinez (1997) y por lo

tanto, favorecer la esporulaciéon. 7 horas después de que la glucosa fue consumida totalmente se



observé un incremento significativo en la concentracién de esporas viables de B. subtilis 83 (figuras
7.7a y 7.7d), llegando a una concentraciéon de esporas viables de 4.8 x 10 esp/ml, un orden de

magnitud por encima del obtenido en cultivo en lote (figura 7.2a).
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Fig. 7.7 Cinética de crecimiento, esporulacion, consumo de sustratos y evolucién de pH de B. subtilis 83 en cultivo alimentado
A. Las lineas punteadas verticales indican el inicio y final de la alimentacién.

Después de alcanzar el valor maximo de concentraciéon de esporas viables, lo cual se dio a las
66 h de cultivo, ésta disminuye, por lo que seria conveniente que la fermentacién se finalizara en ese
tiempo, de lo contrario, se perderia la ganancia de esporas viables obtenidas mediante este modo de
cultivo, ya que al final de la fermentacién (95 h) se obtiene la misma concentracién que se logré en el
cultivo lote (~1 x 10° esporas viables/ml). La cantidad total de glucosa alimentada al medio de
fermentacion fue de 400 g. Con esto se determiné el rendimiento de esporas viables por gramo de
glucosa (Yesp/gucosa), Tesultando en 0.132 x 10" esporas viables/gramo de glucosa. Al final de la
fermentacién se obtuvieron 9.66 g de biomasa en base seca, con lo cual se obtuvo el rendimiento de
biomasa por unidad de glucosa (Y./gucosa), €l cual fue de 0.27 g de biomasa/gramo de glucosa (los
datos de los rendimientos obtenidos durante el cultivo alimentado A se comparan en la seccion 7.4.5

con los otros tipos de cultivo).

En la figura 7.7c se muestra la evolucién del pH durante el cultivo alimentado A. De igual
manera que en el cultivo lote, el pH no fue controlado, iniciando con un pH de aproximadamente 7, el
cual, durante la fermentacién desciende hasta valores cercanos a 6.25. Esto probablemente se deba,
como ya se habia mencionado anteriormente, a la produccion de 4cidos organicos. De la figura 7.7b se
puede observar que B. subtilis 83 no estuvo limitada por la fuente de nitrégeno a lo largo del cultivo,
ya que, si bien al inicio de él, la concentraciéon de sulfato de amonio era de aproximadamente 4 g/1,

ésta concentracién no desciende a valores por debajo de 2.27 g/1.

Con la experiencia de este esquema de cultivo, se decidi6 realizar un cultivo alimentado que
fuera adicionando la glucosa de manera continua, para evitar llegar a concentraciones cercanas a 0 g/1
de glucosa en el medio y de esta manera, evitar que el crecimiento de las células vegetativas se viera
limitado por este tipo de estrés nutricional. Se decidi6 llevar a cabo el perfil de alimentacién usado por
Monteiro et al. (2005) con el objetivo de alcanzar una mayor concentracién de células vegetativas,

tratando de mantener la viabilidad de las esporas lograda en el cultivo alimentado A.

7.4.2 Cultivo Alimentado B



Para llevar a cabo el cultivo alimentado B se utilizé6 un biorreactor de 5 L de volumen
operacional (New Brunswick Scientific, modelo Bioflo® 110/software: Biocomand®) ya que en este
equipo se puede controlar automaticamente la alimentacién de glucosa mediante un programa de

computaciéon acoplado al sistema.

7.4.2.1 Traslado del proceso de produccion de esporas viables al biorreactor de 4 1

Para trasladar el proceso de produccién de biorreactor de 10 L al de 4 L se utiliz6é como criterio
de escalamiento descendiente a la potencia volumétrica constante (P/V), ya que se contaba con la
informacion de un trabajo realizado por Rodriguez (2005), en donde se determiné la potencia
volumétrica en matraz (calculada en base a la relacion publicada por Biichs et al., 2000) y en
biorreactor de 10 L. Para llevar a cabo el proceso de produccion en el fermentador de 4 L, se
determiné una agitacion de 759.5 r.p.m. en el fermentador de 4 L, para trabajar a una potencia

volumétrica (P/V) de 0.47 W/1 (ver detalles de calculo en el secciéon 6.1.5.2.2).

En la figura 7.8 se comparan la cinética de crecimiento y la esporulacién de B. subtilis 83. Se
presentan también los perfiles de consumo de sustratos a lo largo de los cultivos en los biorreactores
de 4 y 10 L. Estos experimentos se realizaron por triplicado graficindose el promedio de las tres
réplicas de cada biorreactor. Ademads, se muestran las barras de desviaciéon que indican los valores
maximos y minimos obtenidos entre réplicas. En la figura 7.8b se observa que la concentracién de
esporas viables obtenida a las 24 h de cultivo fue mayor en el biorreactor de 4 L (7.2 x 10° esp/ml)
comparado con el biorreactor de 10 L (1 x 10° esp/ml). Sin embargo, la concentraciéon de células
vegetativas viables fue mayor en el biorreactor de 10 L, comparada con el de 4 L (figura 7.8b), siendo
ésto evidente a las 12 h de cultivo, cuando la diferencia en la concentracién de células vegetativas

entre los dos biorreactores fue mayor en casi un orden de magnitud.
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Fig. 7.8 Cinética de crecimiento, esporulacién, concentracién de sustratos y evolucién del pH de B. subtilis 83 en cultivo en
lote en biorreactor de 4 y 10 L.

Los resultados muestran que al cultivar B. subtilis 83 en el biorreactor de 4 L se mejor6 la
viabilidad de las esporas en un 7.9 %, ya que ésta en el biorreactor de 10 L fue de 28.4 %, mientras que

en el biorreactor de 4 L fue de 36.3 %.

En la figura 7.8¢c se observa que la glucosa en el biorreactor de 4 L se agot6 a las 12 h de cultivo,
de igual manera que en el biorreactor de 10 L. Esto concuerda, en ambos casos, con el incremento en la
concentracion de esporas 4 horas después de que la fuente de carbono se agota, ya que a las 16 h de
cultivo se observa un incremento significativo en la concentracion de esporas viables. Esto concuerda
con lo dicho por Walker (2000), quien menciona que las bacterias del género Bacillus inician el proceso
de esporulaciéon en aproximadamente 6 horas después de que es agotado el nutriente limitante. Por
otro lado, en ambos biorreactores, la fuente de nitrégeno no fue causa de limitacién para el
crecimiento de la bacteria, ya que este no se agot6 a lo largo de todo el cultivo (figura 7.8d). El perfil
de oxigeno disuelto durante la fermentacién (figura 7.8f) indica que éste tampoco fue un factor
limitante para el crecimiento de B. subtilis 83 en ambos biorreactores. La discusién de este parametro
en el biorreactor de 10 L se detalla en la secciéon 7.1. Por otro lado, en el biorreactor de 4 L es evidente,
ya que el porcentaje de oxigeno disuelto nunca descendi6 a valores por debajo del 70 %. Los valores
maximos de la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) en los biorreactores de 10 y 4 L fueron de
22.1 y 5.8 mmol O,/Lh, respectivamente, y aunque se reporta que el valor maximo de la velocidad de
consumo de oxigeno (VCO) para una cepa de B. subtilis es de 72 mmol O,/Lh (Martinez, 1997), los
perfiles de la VTO en los biorreactores de 10 y 4 L utilizados para este trabajo muestran perfiles tipicos
de limitacién por un nutriente (generalmente glucosa) diferente al oxigeno de acuerdo a lo reportado

por Maier y Biichs (2001) (ver anexo E).

El cuadro 7.2 muestra el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k.a),
determinado en ambos biorreactores. Este coeficiente fue obtenido mediante la técnica indirecta de
eliminacion de gas descrita en la seccién 6.2.7. El k;a en el biorreactor de 4 L fue mayor que en el de 10
L, con lo que podemos establecer que seguramente hay una mejor transferencia de oxigeno en el
fermentador de menor escala debido posiblemente a la alta velocidad de agitacién, por lo que la
tensiéon de oxigeno disuelto en el fermentador de 4 L se mantiene en altos porcentajes durante el

cultivo.



Por otra parte, el perfil de la evoluciéon del pH en ambos biorreactores fue similar (figura 7.8e).
Esto da a entender que el descenso de los valores del pH en ambos biorreactores se debid
probablemente también a lo mencionado por Nakata y Halvorson (1960), Asante y Neal (1993) y

Shuler y Kargi (1992), de lo cual se hablé mas detalladamente en la seccién 7.1.

Cuadro 7.2 Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno en los biorreactores de 4y 10 1.
Biorreactor kia (h™)

4L 158.4

10L 92.5

Comparando estos resultados con los obtenidos en el biorreactor de 10 L, se puede notar que la
variacion de los resultados en cuanto a la concentracién de esporas viables se encuentra en el mismo
orden de magnitud. Sin embargo, es importante destacar que, en el biorreactor de 4 L, la
concentracion de esporas viables fue ligeramente mayor. Por dltimo, estos resultados fueron muy
reproducibles, indicando la adaptacién de la bacteria a las condiciones de cultivo de este fermentador.
En nuestro laboratorio, el criterio de escalamiento de la potencia volumétrica constante (P/V) ha
brindado resultados interesantes para una cepa de Bacillus subtilis (CPA) (Rodriguez, 2005; Morales,

2005).

7.4.2.2 Cinéticas de crecimiento y esporulacién de B. subtilis 83 en el cultivo B

Este cultivo tuvo un perfil exponencial. La alimentacién se inicié cuando la concentraciéon de
glucosa en el medio de cultivo llegé a 3 g/1 aproximadamente y ésta se fue acumulando en el medio
de cultivo hasta llegar a una concentracion de 27.2 g/1. Este cultivo se llevé a cabo en un biorreactor
de 5 L de volumen operacional (New Brunswick Scientific, modelo Bioflo® 110/software:
Biocomand®), con un volumen inicial de cultivo de 3.5 L para la primera fase de cultivo en lote. Es
importante sefialar que este perfil de alimentacion no fue predisefiado, ya que como prueba se utilizo
una rutina de control que maneja la velocidad de alimentacién en un perfil exponencial, disefiado
para otra bacteria (Caspeta, 2007). En esta rutina de alimentacion se sustituyeron los parametros
cinéticos de B. subtilis 83 obtenidos del cultivo lote. Como resultado, la glucosa se acumulo en el
medio causando resultados muy interesantes, por lo que se pretendi6é realizar la réplica de este
experimento, no contando con que la concentraciéon de sales en la alimentacion, accidentalmente, se
adicionaron en una concentracién similar a la de un cultivo lote convencional. Sin embargo, estas

nuevas condiciones dieron lugar al cultivo alimentado C (que resulté atin més interesante) del que se



habla mas adelante. Por esta razén este cultivo no fue reproducido y los datos graficados son el

resultado de ese tinico experimento.

Con el objetivo de que la esporulacién de la bacteria fuera dependiente exclusivamente de
glucosa, se adicion6 1 L de solucion alimentadora con 300 g/1 de glucosa y el doble de concentracion
de sales minerales que en el cultivo en lote convencional. De esta manera, el componente limitante de
la solucién seria solamente glucosa. Para evitar la acidificacion del medio de cultivo (pH >5,5), debido
a la adicién de altas concentraciones de sulfato de amonio (2x con respecto al cultivo lote), el pH
durante la alimentacién fue automaticamente controlado (5.5 - 6) mediante la adicion de NaOH 2N.
La adicién de las sales al doble de concentracién con respecto al cultivo en lote y el control de pH se
realizaron tomando en cuenta las evidencias que mostraron Monteiro et al., (2005), quiénes
mencionaron que al duplicar la concentraciéon de los componentes del medio de cultivo, la eficiencia
de esporulacién aumenta significativamente. Ademads, indican que manteniendo el pH entre valores
de 6 y 9, la eficiencia de esporulacién no se modifica, mientras que si desciende a valores menores a 5,
esta eficiencia se reduce hasta el 6 % con respecto al 20 % obtenido bajo condiciones de pH entre 6 y 9.
Por esta razén, en este cultivo, se traté6 de mantener los niveles de pH por encima de 5.5 durante la

alimentacion.

En la figura 7.9 se presenta la cinética de crecimiento y la esporulacién de B. subtilis 83, el
perfil de alimentacion y las concentraciones de glucosa y de amonio, ademas de la evolucién del pH y
de la TOD durante el cultivo. En la figura 7.9d se muestra la cinética de crecimiento y la esporulacion
de la bacteria en diferentes escalas para observar con més detalle los cambios en la concentraciéon
celular. De igual manera que en el cultivo alimentado A, en la primera fase en lote, como era de

esperarse, el cultivo se comporté de manera similar al cultivo en lote convencional.
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Fig. 7.9 Cinética de crecimiento, esporulacién, concentracion de sustratos y evolucién de pH de B. subtilis 83 en el cultivo
alimentado B. Las lineas punteadas verticales indican el inicio y final de la alimentacién.

Durante la alimentaciéon de la glucosa la concentraciéon de las células vegetativas viables
aumentaron considerablemente, de 9 x 107 a 5 x 10° UFC/ml aproximadamente (figura 7.9a). La
acumulacién de glucosa y de sulfato de amonio se llevé a cabo en un tiempo aproximado de 10 horas

(figura 7.9b), llegando a valores de 27.2 y 5 g/1, respectivamente.

Es interesante notar que cuando se llega a las maximas concentraciones de glucosa y sulfato de
amonio, cesa el crecimiento celular durante las siguientes 10 horas de cultivo. Posteriormente, la
glucosa se siguié consumiendo hasta que se agoté completamente. La velocidad especifica de
consumo de glucosa fue mayor (1.72 g de glucosa/g de biomasa*h) comparada con el cultivo
alimentado A. Por otra parte, el sulfato de amonio fue consumido durante las siguientes 4 h de cultivo
(hasta llegar a una concentracién de 3.5 g/I) y a continuacién, ces6 este consumo. Estos resultados
permiten discernir que es posible que para ese tiempo de cultivo exista inhibicién del crecimiento por
acumulacién de sulfato de amonio o sales minerales, ya que la concentracién de células vegetativas se
mantuvo constante y, aunque la glucosa se consumio, la fuente de nitrégeno no lo hace. Esto podria
estar relacionado con lo mencionado por Martinez (1997), en el sentido de que debido a la presencia
de cationes monovalentes (que estan presentes en las sales del medio de cultivo mineral) cuando hay
agotamiento de la fuente de carbono, las células de Bacillus subtilis tienden a lisarse. El hecho de que
no aumento la concentracién celular viable puede estar asociado, también, con una posible inhibicién
por sustrato, ya que cuando se alcanz6é la maxima concentraciéon de glucosa (27.2 g/l), la
concentracion celular viable se mantuvo constante y aunque se siguié consumiendo la fuente de
carbono, no se observé un aumento en la concentracién celular viable, hasta que la concentracién de
glucosa desciendi6 a valores cercanos a 12 g/1, llegando a una concentraciéon de 3.3 x 10" células
vegetativas/ml a las 58 h de cultivo. La velocidad especifica de crecimiento durante la etapa de
alimentacion fue considerablemente mayor (0.5 h) comparado con el cultivo alimentado A (0.06 h™).
Este incremento en la velocidad especifica de crecimiento indica que, si bien las células siguen
creciendo, es posible que también estén produciendo sustancias como dacidos organicos, como
resultado del catabolismo celular. En consecuencia, estas sustancias pudieran ser tdxicas para la
formacion de células viables, tal como lo indican Snay et al. (1989) quienes reportaron que si B. subtilis
es desarrollado a velocidades de crecimiento por encima de 0.36 h”, la concentracion celular viable se

mantienen constante debido a que se alcanzan niveles toxicos de formato (producido por la bacteria).



La figuras 7.9a y 7.9d muestran la produccion de esporas viables de B. subtilis 83. Se puede
notar que desde el inicio del cultivo ya existia una alta concentracion de esporas (1 x 10° esporas/ml),
lo cual no afect6 el cultivo puesto que esa concentracién de esporas no era viable. Esto se debi6 a que
el preinéculo en caja con medio YPG se dejaba crecer hasta que la bacteria esporulaba, de manera que
al inocular el reactor, el indculo llevaba esporas, las cuales no eran viables. Se observo, 14 horas
después de que es agotada la glucosa, un incremento sustancial en la concentracion de esporas viables
de Bacillus subtilis 83. Al final del cultivo se obtuvo una concentracion de esporas viables de 5 x 10’
esp/ml. Este comportamiento es diferente a lo que se observé en el cultivo en lote y en el cultivo
alimentado A, ya que en estos cultivos, la concentraciéon de esporas viables se increment6 en
aproximadamente 7 h a partir del agotamiento de la glucosa. Una de las partes mas interesantes de
este experimento fue la viabilidad obtenida: 83.9 %, la cual representa un 14.7 % mayor que la
obtenida en el cultivo alimentado A. Aunque se debe recordar que este experimento no tuvo réplicas,
por lo que es conveniente tomar estos resultados con el debido cuidado. La explicaciéon que pudiera
resultar es que al estar el cultivo alimentado B bajo condiciones de altas concentraciones de sales,
iones como Ca™ y Mn"" pudieran estar favoreciendo la esporulacion de la bacteria, ya que de acuerdo
a lo mencionado por Donnellan et al. (1964), estos iones son requeridos para una efectiva esporulacion
en B. subtilis. Ademas, posiblemente, la alta viabilidad también este asociada a un exceso en la fuente
de fésforo (que también estaba contenida en la alimentacién 2x), ya que Veening et al. (2006) aseguran
que la formacién de esporas es controlada por multicomponentes fosforilados que pueden activar
reguladores de la esporulacién, como es el caso del regulador Spo0OA, el cual afecta la expresion de
mas del 10 % de todos los genes en el genoma de B. subtilis y puede, eventualmente, permitir la
formaciéon de esporas altamente resistentes a la temperatura. Sin embargo, la eficiencia de
esporulacion en este cultivo resulto significativamente menor (15.2 %) comparada con el cultivo

alimentado A (68.6).

Los valores de pH durante el cultivo fueron controlados entre valores aproximados de 5.5y 6
(figura 7.9¢c), ya que, en algunas ocasiones, éste parametro descendi6 a valores cercanos a 5. Este
descenso en el pH se debi6, probablemente a la asimilaciéon de fosfatos como nutrientes, lo cual no
permitié amortiguar el pH en el medio de cultivo como lo indican Doi y McGloughlin (1992). Es
posible que el descenso del pH se deba también a la produccion de acidos organicos, como se

menciono anteriormente.



En la figura 7.9¢ se muestra el perfil de oxigeno disuelto. Durante la alimentacion, B. subtilis 83
consumi6 el oxigeno de manera constante, hasta que la concentraciéon de glucosa llegé a su maximo
nivel. La disminucién de la concentracion celular viable, concomitante con el aumento de la
concentracion de glucosa, también se ve reflejado en el perfil de oxigeno disuelto, en donde se observa

que la TOD aumenta a consecuencia de la disminucién de la demanda del oxigeno.

La cantidad total de glucosa adicionada al medio de fermentacion fue de 335 g, con lo cual fue
determinado el rendimiento de esporas por gramo de glucosa (Yesp/giucosa = 0.067 esporas viables/g de
glucosa). Al final de la fermentacion se obtuvieron 21.4 g de biomasa en base seca, con lo cual se
obtuvo el rendimiento de biomasa por gramo de glucosa (Yy/gucosa = 0.29 g de biomasa/g de glucosa).

Los datos de rendimiento se comparan en la secciéon 7.4.4 con los otros tipos de cultivo

7.4.4 Cultivo alimentado C

Este cultivo se deriva del cultivo anterior. En un principio la intencién era realizar la réplica del
cultivo alimentado B. Sin embargo, a consecuencia de un descuido, las sales minerales en la
alimentacion se adicionaron en una concentracion igual a la de un cultivo lote convencional (1x) y el
pH no fue controlado. De este experimento se obtuvieron resultados muy interesantes y una
conveniente serendipia, por lo que se decidi6 realizar la réplica para comprobar los resultados,
encontrando que fueron marcadamente reproducibles. Este cultivo se llevé a cabo en un biorreactor
de 5 L de volumen operacional (New Brunswick Scientific, modelo Bioflo® 110/software:
Biocomand®), iniciando con un volumen de 3.5 L para la primera fase de cultivo en lote. Se adicion¢ 1
L de la solucién alimentadora, la cual se componia de 300 g/1 de glucosa, y las sales minerales que
componen el medio de cultivo mineral, en una concentracién igual a la de un cultivo lote

convencional (1x). En este cultivo el pH no fue controlado.

Los resultados se presentan en la figura 7.10. El experimento se realizé por triplicado y se
grafico el promedio de las réplicas. En estas graficas se muestran las barras de desviacién estandar que
indican los valores méaximos y minimos obtenidos entre réplicas. En algunos casos, las desviaciones
son de la misma magnitud del simbolo empleado. Las lineas punteadas verticales indican el tiempo de
inicio y final de la etapa de alimentacién. En el anexo D se exponen las graficas de las tres réplicas
para demostrar la reproducibilidad de los datos. En la figura 7.10d se muestra la cinética de

crecimiento y la esporulacion de la bacteria en diferentes escalas para observar con mas detalle los



cambios en la concentracion celular. Podemos observar que este cultivo fue muy reproducible ya que
la variacién en la desviacion estdndar de los datos graficados en la figura 7.10 fue muy pequefia.
Durante la etapa de cultivo lote (antes de iniciar la alimentacién), se observé un posible efecto
asociado a una concentracién mayor de glucosa al inicio del cultivo (13.6 g/l), comparado con los
otros cultivos ensayados (10 g/1). Si bien, estas concentraciones son aparentemente similares, Dauner
et al. (2001) establecié que B. subtilis puede detectar cambios de concentracién de glucosa de hasta 0.3
g/1y verse reflejado en el crecimiento celular. En este cultivo el cambio en la concentracion de glucosa
inicial con respecto al cultivo en lote (secciéon 7.1) se ve reflejado en un incremento exponencial de la
concentraciéon de biomasa y en una disminucion del porcentaje de oxigeno disuelto a consecuencia de
la demanda de oxigeno por parte de las células, ademdas de una disminucién progresiva del pH
durante esta etapa. Esto concuerda con lo reportado por Monteiro et al. (2005), quiénes determinaron
que la concentraciéon de células vegetativas se incrementa con el aumento de la concentraciéon de
glucosa al inicio del cultivo (de 5 hasta 20 g/1), durante la fase en lote. Sin embargo, al iniciar con tal
concentracion de glucosa (que por arriba de 5 g/1, ellos consideran como “alta”), la eficiencia de
esporulacion se ve afectada de manera negativa. Monteiro et al. (2005) reportaron que las
concentraciones de glucosa menores a 3 g/1 iniciaban el proceso de esporulacion en B. subtilis. Por
esto, ellos mantenian un nivel de glucosa cercano a 3 g/1 durante la alimentacién. Sin embargo, se
sabe que el proceso de esporulacion se inicia cuando hay limitacion de algiin nutriente, en este caso, se
esperaria que la esporulacion se iniciara cuando la concentracién de glucosa llegara a 0 g/1, y no a 3
g/1. Ademads, esta induccion se lleva a cabo 6 horas después de que se agota el nutriente limitante, de
acuerdo a lo reportado por Walker (2000). En el caso del cultivo alimentado C la concentraciéon de
glucosa fue cercana a 0 g/I cinco minutos antes de iniciar la alimentacién (ver figura 7.10b) y no se

detectaron esporas viables en ese tiempo, reafirmando el reporte de Walker (2000).

Una vez que se comenzd a adicionar glucosa al medio de cultivo, la concentracion de las
células vegetativas viables se mantuvo constante durante 10 h (figura 7.10a y 7.10b). Esto se ve
reflejado en un aumento en la tension de oxigeno disuelto en el medio, tal como se observa en la
figura 7.10c (ver la parte de las lineas punteadas que indican el tiempo de inicio y final de la etapa de
alimentacion). Pasado este tiempo, y con la glucosa acumulada en el medio, comenz6 entonces un
crecimiento exponencial de las células vegetativas viables, reflejdndose en una brusca caida de la
concentracion de glucosa cuando ces6é la alimentacién. En esta forma de cultivo, la velocidad
especifica de crecimiento y la velocidad de consumo de glucosa en la fase de alimentacién fueron de

0.21 h' y 0.68 g glucosa/g de biomasa*h, respectivamente. A las 39 horas de cultivo se observa un



aumento significativo de la produccion de esporas viables, llegando a una concentracion de 7.2 x 10"
esporas viables/ml. Esto pudo deberse a que existié una limitacién de la fuente de nitrégeno, ya que
no se detect6 concentracién alguna de sulfato de amonio en el medio de cultivo. Sin embargo, en el
medio atn habia 3 g/I de glucosa. Esto puede indicar que la limitacion de fuente de nitrégeno es la

causante de la mayor produccién de esporas viables comparada con los otros cultivos ensayados.

Un fenémeno similar se repiti6 en el trabajo de Avignone-Rossa y Mignone (1993). Al realizar
cultivos alimentados, limitando el crecimiento de B. thuringiensis con nitrégeno, lograron maximizar la
concentracion de esporas. Este comportamiento podria ser explicado de acuerdo a lo postulado por
Harwood y Cutting (1990), quienes indican que la esporulacién en bacterias del género Bacillus es
inducida, principalmente, por la limitacion de la fuente de carbono y/o de la fuente de nitrégeno. La
eficiencia de esporulacion (esto es células vegetativas viables que se convierten en esporas viables) en

este cultivo fue de 85.7 %, ampliamente superior a los otros cultivos estudiados.
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Fig. 7.10 Cinética de crecimiento, esporulaciéon, consumo de sustratos y evolucion de pH de B. subtilis 83 en el cultivo
alimentado C. Las lineas punteadas verticales indican el inicio y final de la alimentacion.

Harder y Dijkhuizen (1983) indicaron que cuando existen condiciones no limitantes de la
fuente de carbono, pero si de la fuente de nitrégeno, el flujo de la fuente de carbono no es conducido
totalmente a la formacién de biomasa, lo que podria permitir una acumulacién significativa de
material de reserva intracelular. Esto nos permite suponer que este material de reserva podria ser

utilizado para la posterior esporulacion de la bacteria, logrando una mejor calidad de esporas.

Jarmer et al. (2002) aseguran que la limitacién por nitrégeno es una de varias sefales que
estimulan la competencia (supervivencia) en B. subtilis. Por otro lado, se sabe que diferentes fuentes de
nitrégeno afectan de manera diferente el crecimiento y produccién de esporas de B. subtilis. Martinez
(1997) observo que en cultivos alimentados, limitados por la fuente de nitrégeno y alimentado con

glucosa, se evitaba lisis celular.

Lo anterior podria ser explicado con base en lo reportado por Dauner et al. (2001) quienes
indican que la limitacién por nitrégeno tiene efectos moderados en la fisiologia celular (lo que
significa mantener viva a la célula mediante la esporulacién, evitando lisis celular), comparado con
otro tipo de limitacién, como es el caso de la limitacion por fésforo, en donde se induce un fuerte
desacoplo de los procesos de anabolismo y catabolismo que conducen a bajos rendimientos de

biomasa.

Cabe destacar que en este cultivo se produjo una mayor concentracién de esporas viables
comparado con los otros tipos de cultivos ensayados en este trabajo y con los reportados en la
bibliografia. La viabilidad se mantiene por encima del 70 %. Sin embargo, esta viabilidad es menor a la
obtenida en el cultivo alimentado B (83.9 %, un solo experimento). Esto podria deberse a que
probablemente, la sintesis de las enzimas que son requeridas en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y
que llevan a la formacién de aminoécidos (que son requeridos para una efectiva esporulacion de la
bacteria), se sinteticen en menor escala, ya que Dauner et al. (2001) y Hanson y Cox (1967) mencionan
que la inhibicién en la sintesis de glutamato y/o glutamina es causada por una limitacién en la fuente
de nitrégeno. Por lo que al haber menor cantidad de aminoacidos, las esporas sean menos resistentes
al calor, ya que de acuerdo a lo mencionado por Walker (2000), los aminoécidos se almacenan en el
citoplasma de la bacteria (espora) como proteinas citoplasmaticas de peso molecular bajo y se llaman
proteinas pequefias solubles en acido (SASP). Algunas SASP contribuyen a la capacidad de la espora

para resistir la radiacién ultravioleta y el calor, ya que los tipos a/f3 de estas proteinas protegen el



DNA contra una gran variedad de dafios, incluyendo la depurinizacién y la desaminaciéon de la
citosina (Setlow, 2006). Ademas, la unién de las SASP al DNA estabiliza la actividad negativa de la
superhélice del DNA (Walker, 2000). Ademas, Warriner y Waites (1999) indican que las condiciones
de cultivo estdn relacionadas con las propiedades de la espora, especialmente con la resistencia
térmica, por lo que seguramente la limitacién por nitrégeno, o por algin otro mineral (especialmente
calcio), esta directamente relacionada con la disminucién de la viabilidad de las esporas de B. subtilis

83 en este cultivo ya que las esporas con altos niveles de calcio son més resistentes al calor (Setlow,

2006).

Por otra parte, comparando estos resultados con los obtenidos por Monteiro et al. (2005), se ve
claramente que para el caso de B. subtilis 83, la limitaciéon del crecimiento celular por la fuente de
nitrégeno o sales minerales y valores de pH por debajo de 5.5 durante la alimentacién y la fase
estacionaria, aumentan considerablemente la eficiencia de esporulacién (comparado con el cultivo
alimentado B, donde las condiciones son inversas a estas), la cual esta definida por la proporcién de
células vegetativas viables que se convierten en esporas viables. Esto es contrario al comportamiento
de la cepa de B. subtilis utilizada por Monteiro et al. (2005), la cual, al crecer en una concentracién del
medio de cultivo (medio de esporulaciéon Difco: glucosa, caldo nutritivo, KCl, MgSO,, Ca(NOs),,
MnCl, y FeSO,) doblemente mayor a la empleada en un cultivo en lote y en un rango de pH entre 6 y

9, la eficiencia de esporulacion se ve desfavorecida (20.6 %) con respecto al cultivo alimentado C (85.7

%).

La cantidad total de glucosa adicionada al medio de fermentacion fue de 335 g, con lo cual fue
determinado el rendimiento de esporas por gramo de glucosa (Yesp/giucosa = 0.967 esporas viables/g de
glucosa). Al final de la fermentacion se obtuvieron 23.1 g de biomasa en base seca, con lo cual se
obtuvo el rendimiento de biomasa por gramo de glucosa (Yy/gucosa = 0.31 g biomasa/g de glucosa). Los

datos de rendimiento se comparan en la seccién 7.4.5 con los otros tipos de cultivo.

7.4.5 Comparaciéon de los cultivos de acuerdo al modo de alimentaciéon del nutriente limitante que

inicia la esporulacion

Los cuadros 7.3 y 7.4 muestran los datos sobresalientes de los cultivos realizados en este
trabajo. Los detalles de calculo se encuentran en el Anexo A de este escrito. En el cultivo alimentado C

se obtuvieron los mejores resultados, incluso comparado con los tnicos trabajos publicados para la



produccién de esporas de B. subtilis (Paik et al. 2000; Monteiro et al. 2005). Se observa que el cultivo
alimentado C super6 por un orden de magnitud la concentracién de esporas viables obtenidas en los
cultivos alimentados A y B y por dos érdenes de magnitud al cultivo en lote convencional. Ademads,
en este cultivo se obtuvo una alta viabilidad de las esporas (73.4 %), la cual supera dos veces a la

obtenida en el cultivo en lote convencional (36.4 %) (cuadro 7.3).

Por otra parte, el rendimiento de esporas viables por gramo de glucosa es mas de 5 veces
superior en el cultivo alimentado C, comparado con los otros tipos de cultivo ensayados en esta
investigacion (cuadro 7.4). Esto significa que en el cultivo alimentado C, la célula aproveché mejor la
fuente de carbono, la cual es conducida hacia la formacién de esporas con alta viabilidad. Esto podria
corroborarse con el alto porcentaje de eficiencia de esporulaciéon obtenido en el cultivo alimentado C,
en donde el 85.7 % de las células vegetativas viables (concentracién maxima) obtenidas durante la
alimentacion se transformaron en esporas viables en la fase estacionaria (cuadro 7.3). Por su parte, en
el cuadro 7.4 se observa que la produccién de biomasa total con respecto a la glucosa alimentada fue
similar en todos los cultivos; sin embargo, s6lo en el cultivo alimentado C la mayor parte de la glucosa
fue aprovechada para la formaciéon de esporas viables de B. subtilis 83 (Yspo/guc = 0.967 esporas
viables/g de glucosa, lo cual, presumiblemente tiene que ver con la limitacién por nitrégeno) ya que
en los cultivos alimentados A y B, y en el proceso descrito por Monteiro et al., (2005), los rendimientos
de esporas viables por gramo de glucosa alimentada son bajos (Ypo/5u<0.58 esporas viables/g de
glucosa). Por otra parte, el cuadro 7.3 muestra que la eficiencia de esporulacién fue mayor en el
cultivo alimentado C (85.7 %) con respecto a los cultivos ensayados en esta investigacion y el de

Monteiro et al. (2005) (<21 %).

Cuadro 7.3 Datos sobresalientes, con respecto a las células, de los cultivos realizados con diferentes modos de alimentacion.
Lote Fedbatch A Fedbatch B Fedbatch C Monteiro et al,
(2005)

Caracteristicas 10 g/1de Pulsos de | Limitacién con | Limitacién de | Limitacién con
principales glucosa inicial glucosa glucosa, sales | amonio, sales | glucosa, medio
2x, pH ~7 1x, pH 7-5 de cultivo 2x
Esporas viables 0.072 0.48 0.5 7.2 0.74
(Spo x 10'%ml)
Células 0.124 0.7 33 7.7 3.6
vegetativas
(UFC x 10"%ml)
Viabilidad de 36.4 69.2 83.9 73.4 No reportado
las esporas (%)
Eficiencia de 58.1 68.6 15.2 85.7 20.6
esporulacién
viable (%)




Cuadro 7.4 Rendimientos de los cultivos realizados con diferentes modos de alimentacion.

Lote Fedbatch A Fedbatch B Fedbatch C Monteiro et al,
(2005)
Caracteristicas 10 g/l de Pulsos de Limitacién con | Limitacién de | Limitacién con
principales glucosa inicial glucosa glucosa, sales | amonio, sales | glucosa, medio
2x, pH ~7 1x, pH7-5 de cultivo 2x
Yspogiue (€SP X 0.072 0.132 0.067 0.967 0.58
10"%/g glucosa)
Ybiomasa/gluc (g 0.27 0.27 0.29 0.31 No reportado
biomasa/g gluc)
Productividad 3 7.3 6.9 184 16
de esporas (Spo
viables x
10"/L*h)
Glucosa total 40 400 335 335 20.5
adicionada (g)
Biomasa total 10.8 106.26 96.3 104 No reportado
(&)

Los datos del cuadro 7.4 indican que la productividad de las esporas viables del cultivo
alimentado C es 14 veces superior a los demaés cultivos estudiados en esta investigacién. Este punto es
muy importante, desde el punto de vista de economia del proceso, ya que con este tipo de cultivo
alimentado es posible minimizar los volimenes de fermentacion y en namero de corridas para la
produccién de esporas de B. subtilis. Las memorias de calculo utilizadas para la elaboracién de los
cuadros 7.3 y 7.4 se encuentran en el Anexo A. Los datos de las células viables fueron tomados cuando
las concentraciones de éstas se encontraban en el méximo nivel. Cabe aclarar que los datos del cultivo
alimentado B son producto de un solo experimento, por lo que habrd que tomarlos con el debido

cuidado.

7.4.6 Producciéon de compuestos antifiingicos termorresistentes por Bacillus subtilis 83 en los

cultivos alimentados A, By C

Se realizaron bioensayos de antagonismo in vitro utilizando el caldo de cultivo libre de células y
sometido a un proceso de esterilizacion en autoclave (121 °C y 15 psi), producto de la fermentacién de
B. subtilis 83 en los cultivos alimentados A, B y C. El experimento se realizé por triplicado y se

muestran las barras de error de las tres réplicas.
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Fig. 7.11 Produccién de compuestos antifingicos termorresistentes por B. subtilis 83 en los cultivos alimentados A, By C.
En la figura 7.11 se muestran los porcentajes de inhibicion causado por los metabolitos

termorresistentes producidos por la bacteria. B. subtilis 83 empezé a sintetizar compuestos
antifingicos termorresistentes entre las 0 y 10 horas de cultivo, ya que a partir de las 10 h se present6
inhibicién considerable sobre Fusarium spp. usando los sobrenadantes de los tres tipos de cultivo.
Durante la etapa de cultivo lote (de las 0 h a las 10 h de cultivo) en los tres cultivos alimentados, los
porcentajes de inhibicion fueron précticamente iguales. Sin embargo, después de la alimentacién (el
periodo se muestra en la figura 7.11), Gnicamente los cultivos A y B presentaron porcentajes de
inhibicién similares, diferenciandose a la hora 40 de cultivo, en donde el sobrenadante del cultivo B
present6 una mayor inhibicién del crecimiento sobre Fusarium spp. (~ 10 % mayor). Asimismo, en los
cultivos A y B, el maximo porcentaje de inhibicién se alcanzé a las 30 h de cultivo (30 %). Por otro
lado, los porcentajes de inhibicién en el cultivo C fueron significativamente menores, comparados con
los cultivos A y B. Esto podria estar relacionado a lo descrito por Schmiedeknecht et al. (2001), quienes
indican que el amonio y/o el nitrato utilizados como fuentes de nitrégeno para el crecimiento de B.

subtilis aumentan la actividad antagonista de las sustancias producidas por ésta bacteria, por lo que, el



cultivo C, al estar limitado por amonio, el efecto en la actividad antagonista de los compuestos
antifingicos producidos por B. subtilis 83 es menor comparado con los cultivos en donde el amonio no

fue limitante.

Si bien en el cultivo alimentado C se obtuvieron los mejores rendimientos en cuanto a células
vegetativas y esporas viables con respecto a la fuente de carbono, asi como la mayor productividad y
eficiencia de esporulacion, la produccion de compuestos antifiingicos termorresistentes fue la mas
baja, comparada con los cultivos alimentados A y B. Desde el punto de vista de la formulaciéon de un
producto a base de esporas de B. subtilis 83 y sus compuestos antifangicos, los resultados con el
cultivo alimentado C representan una desventaja, ya que los compuestos antifingicos, al ser
procesados en condiciones de altas temperaturas (como las que imperan en un secador por aspersion),

perderian sensiblemente su actividad antagonista.



8. Conclusiones

8.1 Conclusién general

Realizando cultivos alimentados con glucosa, permitiendo la acumulacion de ésta en el medio,
limitando el crecimiento de las células vegetativas con la fuente de nitrégeno, manteniendo el cultivo
en condiciones no limitantes de oxigeno y utilizando un medio de cultivo mineral, es posible
maximizar la producciéon de esporas viables, la viabilidad, el rendimiento de esporas viables con
respecto a la glucosa adicionada y la productividad de las esporas viables, comparado con cultivos

lote y alimentados y limitados por glucosa.

8.2 Conclusiones particulares

V' Se caracterizo la produccion de células vegetativas viables y esporas viables de Bacillus subtilis

83 en biorreactor de 10 L con un medio mineral.

V' Bacillus subtilis 83 es capaz de sintetizar compuestos antifingicos resistentes al proceso de

esterilizacion a partir de las 12 h de cultivo.

v" La viabilidad de B. subtilis 83 cultivada en lote en el medio mineral fue de 36.4 %.

v La suplementaciéon del medio de cultivo mineral con extracto de levadura, caldo nutritivo,
peptona y la combinacion de ellos no aument6 la concentracién de células vegetativas viables y

esporas viables con respecto al medio mineral.

v' En los medios de cultivo suplementados, B. subtilis 83 sintetiz6 también compuestos

antifangicos resistentes al proceso de esterilizacion.

v En consecuencia, el medio de cultivo seleccionado para el cultivo en lote alimentado fue el

mineral, con la ventaja de ser quimicamente definido y de bajo costo.



Realizando cultivos alimentados exponencialmente con glucosa, es posible aumentar la
concentracion de esporas viables hasta en dos 6rdenes de magnitud, y la viabilidad de las

esporas en 2 veces, con respecto al cultivo en lote.

Los cultivos alimentados exponencialmente con glucosa permitieron incrementar el
rendimiento de esporas viables con respecto a la glucosa alimentada hasta en 13 veces y la

productividad en aproximadamente 60 veces, con respecto al cultivo en lote.

Realizando cultivos exponencialmente alimentados con glucosa y limitando el crecimiento de
las células vegetativas con la fuente de nitrégeno (sulfato de amonio) se maximiza la

produccién de esporas viables, comparado con la limitacién por glucosa.

En un cultivo exponencialmente alimentado, cuando la concentracién de las sales del medio
mineral en la alimentacién es mayor (2 veces) con respecto a un cultivo en lote convencional y
el pH se mantiene por encima de 5 durante el cultivo, la eficiencia de esporulacion se reduce

importantemente con respecto a un cultivo con condiciones adversas.

En el cultivo alimentado B se obtuvo la mayor efectividad de los compuestos antiftingicos
resistentes al proceso de esterilizacién, comparado con los cultivos alimentados A y C, y en

este tltimo se obtuvo la menor efectividad de éstos compuestos.



9. Perspectiva

» Identificar y cuantificar los metabolitos antifangicos producidos por B. subtilis 83.
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