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1. RESUMEN 

 

Ante el agotamiento de los yacimientos de petróleo y con ello todos los productos que de él 

derivan es imperiosa la necesidad de crear alternativas que nos permitan sustentar tal demanda 

de hidrocarburos, sin comprometer los recursos de las futuras generaciones. Una de estas 

alternativas es la biotecnología, que a través de sistemas biológicos tiene como finalidad la 

producción de compuestos capaces de sustituir a los obtenidos por el petróleo a partir de 

materias primas más económicas. 

 

Los residuos agroindustriales, los cuales están constituidos principalmente por mezclas de 

xilosa, glucosa, celulosa, lignina y pectinas, representan una fuente de carbono abundante y 

barata. No obstante, los organismos de interés industrial no son capaces de utilizar al máximo 

dichos sustratos. 

 

Bacillus subtilis es un microorganismo ampliamente usado a nivel industrial en condiciones 

aeróbicas, capaz de metabolizar una amplia variedad de azúcares tales como glucosa, 

arabinosa, manosa, sacarosa, etcétera. Sin embargo, a pesar de que B. subtilis posee las 

enzimas necesarias para metabolizar la xilosa no es capaz de crecer utilizándola como única 

fuente de carbono, debido a que carece de un transportador específico para introducirla 

(Schmiedel y Hillen, 1996; Steinmetz, 1993). 

 

En la literatura, se han encontrado dos reportes de cepas de B. subtilis capaces de crecer 

utilizando la xilosa como única fuente de carbono (fenotipo xil+), ya sea como consecuencia 

de una mutación no caracterizada o bien por el relajamiento en la especifícidad del 

transportador de arabinosa. 

 

En este estudio se generaron y evaluaron dos cepas capaces de crecer utilizando la xilosa como 

única fuente de carbono, bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas. Las cepas obtenidas fueron 

una mutante espontánea xil+ llamada CH1 alsS- xil* obtenida a través del método descrito por 

Schmiedel y Hillen (1996) y derivada de la cepa CH1 alsS-; y la cepa 168Trp+/glcP derivada 
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de la cepa 168Trp+ la cual fue transformada con el plásmido pE18P43glcP, el cual contiene un 

gen que codifica para una permeasa de glucosa (glcP) de B. subtilis. 

 

Con estas cepas se relizaron cultivos aeróbicos y anaeróbicos en medio mínimo utilizando 

como fuentes de carbono glucosa, xilosa y mezcla glucosa-xilosa. En el crecimiento aeróbico 

en xilosa las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP presentaron una velocidad específica de 

crecimiento de 0.25 h1, una biomasa de 2.14 g/L y consumieron toda la xilosa del medio 

mínimo (aproximadamente 10 g/L). 

 

En los cultivos aeróbicos en glucosa, las todas cepas presentan una velocidad específica de 

crecimiento de 0.6 h-1 y una biomasa de 3.5 g/L, comparando los resultados en glucosa y 

xilosa vemos que la velocidad específica de crecimiento disminuye en aproximadamente 50% 

así mismo la biomasa disminuye 60% comparándola con glucosa, ello probablemente como 

consecuencia de una incapacidad de XylA y XylB para fosforilar e isomerizar la xilosa o bien 

por la capacidad de la vía de las pentosas. 

 

En anaerobiosis las cepas presentaron una disminución en su velocidad específica de 

crecimiento en relación con los cultivos aeróbicos como consecuencia de una limitada 

producción de ATP. La velocidad específica de crecimiento de las cepas fue de 0.036 h-1 

alcanzando una biomasa final de 0.11 g/L. Se obtuvo como principal producto el lactato con 

rendimientos lactato/xilosa de 0.578 glactatoo/gxilosa  para la cepa CH1 alsS- xil* y 0.660 glactato/gxilosa 

para la cepa 168Trp+/glcP, los cuales son 50% menor en relación con los obtenidos en los 

cultivos anaeróbicos en glucosa (Ylactato/glc=1).  

 

En los cultivos aeróbicos en medio mínimo con una mezcla glc/xil las cepas presentaron un 

crecimiento diáuxico, en la cual se observó que todas fueron capaces de utilizar la xilosa; en el 

caso de las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/P43 (las cuales carecen de un transportador para xilosa) 

fueron capaces de utilizar la xilosa, debido a la co-utilización del acético presente en el medio, 

producido durante la fase de crecimiento en glucosa. Bajo estas condiciones la cepa CH1 alsS-

xil* presentó un consumo total de xilosa presente en el medio, mientras que el resto de las 

cepas su consumo fue parcial. 
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Por otra parte en los cultivos anaeróbicos en mezcla glucosa-xilosa sólo las cepas CH1 alsS- y 

CH1 alsS xil* presentaron crecimiento diáuxico; sin embargo, la cepa CH1 alsS- xil* fue la 

única capaz de utilizar la xilosa (no llega aconsumirla toda) una vez que se agoto la glucosa. 

El crecimiento que presentó la cepa CH1 alsS- se debió más a los componentes presentes 

después de la lisis celular que al consumo de xilosa. 

 

Los resultados obtenidos indican que tanto la cepa CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP son capaces 

de introducir y metabolizar la xilosa bajo condiciones aeróbicas en cultivos con xilosa. No 

obstante, en condiciones anaeróbicas la cepa CH1 alsS- xil* resultó ser mejor que la cepa 

168Trp+/glcP, debido a que, en los cultivos en mezcla fue la única capaz de utilizar xilosa una 

vez agotada la glucosa. 

 

Los resultados obtenidos en los cultivos aeróbicos y anaeróbicos en xilosa, mostraron que el 

transportador GlcP permite el transporte xilosa lo cual es congruente, debido a que la xilosa es 

una aldopentosa y la única diferencia con los azúcares reportados es que es una pentosa. De tal 

forma se concluyó que el GlcP, además de permitir la entrada de glucosa, manosa, 2-

Deoxiglucosa y metil a- glucosidos también permite la entrada de xilosa, lo cual demuestra 

que GlcP presenta una amplia utilización de azúcares. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

A lo largo de nuestra vida cotidiana realizamos un sin fin de actividades tales como: 

transportarnos, trabajar, alimentarnos, divertirnos, entre otras. Actividades que realizamos 

gracias a que contamos con los recursos tecnológicos. De esta forma, la vida es más cómoda 

debido a la presencia de fuentes de energía, como el petróleo y el gas natural. 

Desafortunadamente, esta sociedad dependiente de la energía proveniente de fuentes fósiles 

tocará fin durante el siglo XXI, como consecuencia del uso excesivo y creciente de las 

mismas. Esta situación nos plantea la necesidad de buscar y desarrollar nuevas tecnologías que 

permitan suplir las necesidades energéticas actuales sin comprometer las de nuestros 

descendientes. Es así, como la ciencia ha puesto principal atención al potencial biotecnológico 

que representa la biomasa (término utilizado para asignar a todos los materiales orgánicos que 

provienen del mundo vegetal), la cual es considerada como una materia prima renovable. 

 

Ahora bien, ¿de dónde obtenemos la biomasa vegetal? Una de las principales fuentes de 

biomasa son los residuos agroindustriales tales como: el bagazo de caña de azúcar, la cáscara y 

pulpa del café, entre otros; los cuales pueden ser utilizados como materia prima en la 

generación de productos como enzimas, ácidos orgánicos, etanol y aminoácidos. Entre los 

grupos de materia prima renovable obtenidos de la biomasa vegetal se encuentra la celulosa y 

hemielulosa, polímeros de carbohidratos que constituyen el 75% de toda la materia orgánica. 

La celulosa es un homopolímero de glucosa. La hemicelulosa es un polímero heterógeneo, 

cuya constitución es 75% de xilosa, 15% de glucosa y 10% de arabinosa (Martínez et al., 

2000). La cuestión por la que los carbohidratos son una opción para sustituir las fuentes 

fósiles, es debido a que gracias a transformaciones químicas o biológicas, se pueden obtener 

ácidos orgánicos, tales como láctico, acético, fumárico u obtener combustibles como el 

bioetanol. 

 

La gran mayoría de los microorganismos utilizados en la industria son capaces de metabolizar 

la glucosa, pero pocos utilizan eficientemente la xilosa y por consiguiente no se aprovecha al 

100% la fuente de carbono que representan los residuos agroindustriales. De esta forma se 

genera la necesidad de buscar organismos capaces de metabolizar pentosas y hexosas. B. 
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subtilis es una bacteria que puede metabolizar una variedad de azúcares entre las cuales 

destacan glucosa, arabinosa, xilosa, entre otros. Sin embargo, B. subtilis carece de un 

transportador que le permita introducir la xilosa, de ahí la importancia de incorporar un 

transportador específico para xilosa a fin de maximizar el potencial industrial que nos ofrece 

B. subtilis, en la utilización de residuos agroindustriales. 

 

Entre los compuestos que se pueden obtener de la utilización de la biomasa vegetal a través de 

la fermentación realizada por microorganismos esta el ácido láctico. El ácido láctico (ácido –

2- hidroxipropinoico) CH3-CHOHCOOH (Jonh et al, 2007) constituye una plataforma 

química primaria, debido a sus múltiples aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica, 

textil y química. El ácido láctico puede ser producido a través de síntesis químicas, o un 

proceso fermentativo denominada fermentación láctica, llevado a cabo por bacterias u hongos 

filamentosos. Las bacterias lácticas convierten el ácido pirúvico a lactato en una reacción 

catalizada por la enzima D- lactato deshidrogenasa o L- lactato deshidrogenasa. Los dímeros 

de lactato pueden ser polimerizados para obtener polímeros biodegradables, así el ácido 

láctico nos ofrece una alternativa viable para solventar futuros problemas de escasez de 

suministros petroquímicos y la necesidad de tener un menor impacto en el medio ambiente 

mediante la degradación biológica de polímeros. Cabe aclarar que los lactobacilos no utilizan 

eficientemente la xilosa y presentan requerimientos nutricionales complejos de tal forma que 

hacen costosa y poco viable, desde el punto de vista económico, la obtención de lactatos a 

partir de estos microorganismos. De ahí la importancia de estudiar procesos fermentativos en 

diversos microorganismos con el fin de maximizar la utilización de xilosa y poderla convertir 

en productos útiles para el ser humano. 
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1 Características de Bacillus subtilis 

 

El género Bacillus pertenece a las bacterias Gram-positivas capaces de producir endosporas 

termoresistentes bajo condiciones de estrés. Así mismo, resisten a agentes y condiciones 

perjudiciales como la desecación, la radiación, los ácidos y los desinfectantes químicos 

(Bioland, 2006). Este género comprende más de 50 especies y está subdividido dentro de 6 

grupos considerando la variedad morfológica y metabólica de cada especie (Priest, 1993) 

(Tabla 1). Posee un ADN con bajo contenido de G+C (de 32-38), la mayoría de las especies 

del género son versátiles quimioheterótrofas capaces de respirar usando una variedad de 

compuestos orgánicos (azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos) (Bioland, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 - 15 - 

Tabla 1. Grupos y características del género Bacillus 

(Priest, 1993) 

 

Grupo Características 

I Anaerobios facultativos, crecen rápidamente en ausencia de oxígeno. Producen 

ácidos a partir del metabolismo de una amplia variedad de azúcares.  

Ej. B polymyxa, B. macerans. 

II Producen ácidos a partir del metabolismo de una amplia variedad de azúcares, 

incluyendo glucosa. La mayoría crece en ausencia de oxígeno, particularmente 

en presencia de nitratos. Las esporas son elipsoides y no hinchan la célula 

progenitora. 

Ej. B. subtilis 

III Aerobios estrictos, no producen ácidos a partir del metabolismo de azúcares. 

Producen esporas que hinchan a la célula progenitora.  

Ej. B. brevis 

IV Producen esporas esféricas que pueden hinchar a la célula progenitora y 

contienen L-lisina u ornitina en la pared celular. Aerobios estrictos, algunos 

presentan una habilidad limitada para producir ácidos a partir del metabolismo 

de azúcares. 

Ej. B. sphaericus  

V Especies termófilas, con temperaturas de crecimiento mayores a 50oC. 

Fisiológica y morfológicamente son heterogéneos, pero producen esporas ovales 

que hinchan a la célula progenitora.  

Ej. B. stearothermophilus, B. thermocloacae, B. kaustophilus y B. coagulans  

VI Especies termófilas y acidófilas con ácidos grasos alicíclicos en la membrana 

Ej. B. acidocaldarius, B. acidoterrestris y B. cycloheptanicus. 

 

 

Muchos miembros del género Bacillus producen antibióticos, tales como bacitracina, 

polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina. La mayoría son mesófilos, con temperatura de 

crecimiento óptima entre 30 y 45 oC, pero el género también contiene un número de especies 
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termofílicas con una temperatura óptima de 65°C; el límite inferior de pH para crecimiento en 

Bacillus es de 2 a 3. (Bioland, 2006). 

 

B. subtilis es reconocida como una bacteria aerobia; sin embargo, ésta puede crecer y 

esporular lentamente bajo condiciones anaerobias estrictas, utilizando al nitrato como un 

aceptor final de electrones y a la glucosa como donador de estos (Cruz-Ramos et al., 2000; 

Nakano et al., 1997; Nakano y Zuber, 1998). 

 

B. subtilis realiza una fermentación mixta, cuyos productos principales son butanediol, CO2 y 

H2O. Es reconocido como un organismo GRAS (generalmente reconocido como seguro por la 

FDA, por sus siglas en inglés generally regarded as safe), lo que le permite que sea 

ampliamente utilizado en la industria alimenticia (Zukowski, 1992). Sin embrago, un factor 

limitante para su uso en la producción de proteínas heterólogas, es la síntesis y secreción de 

proteasas extracelulares en el medio de cultivo (Stephenson et al., 1999). Hasta la fecha son 

ocho las proteasas que se han identificado en B. subtilis, las cuales están clasificadas en dos 

grandes grupos: serinproteasas y metalproteasas (Stephenson et al., 1999). Sin embargo, 

gracias al desarrollo tecnológico en la biología molecular, se han construido cepas de B. 

subtilis deficientes de proteasas (Ye et al., 1996). 

 

Así como E. coli representa la bacteria Gram-negativa más estudiada, B. subtilis representa el 

organismo modelo de las bacterias Gram-positivas. Con esta bacteria se han realizado 

numerosos estudios, incluyendo investigaciones relacionadas con su habilidad de esporular e 

incorporar DNA extraño que son de interés para la ciencia básica, así como por sus 

aplicaciones industriales en la producción de enzimas e insecticidas (Stülke y Hillen, 2000).  

 

3.2 Metabolismo de carbohidratos 

 

B. subtilis utiliza algunos carbohidratos como fuente de carbono, lo cual le permite obtener la 

energía necesaria para llevar a cabo los procesos metabólicos. 
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En la naturaleza, las plantas constituyen los principales productores de polisacáridos, los 

cuales sirven como sustratos para las bacterias de suelo y hongos. Entre los carbohidratos 

complejos, los más abundantes son el almidón, la celulosa y la hemicelulosa (Stülke y Hillen, 

2000). B. subtilis tiene la capacidad de secretar carbohidrolasas extracelulares, como son α-

amilasa, β-1,4-glucanasa, β-fructanasa, β-xilanasa, α-arabinasa, y β-mannanas, que degradan 

polisacáridos, produciendo oligo, di o monosacáridos que son transportados dentro de la 

célula, fosforilados y catabolizados a través de la vía glucolítica o la vía de las pentosas 

fosfatos (Tabla 2; Stülke y Hillen, 2000). 

 

B. subtilis puede utilizar 18 diferentes mono- y disacáridos como única fuente de carbono; que 

puede transportar dentro de la célula a través de una gran diversidad de sistemas 

multiproteicos tales como transportadores (ABC), sistema de fosfotransferasa (PTS) (cassette 

de unión a ATP y fosfoenolpiruvato (PEP)), así como por difusión facilitada o transportadores 

secundarios (Steinmetz, 1993). 
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Tabla 2. Azúcares utilizados por Bacillus subtilis 

 (Stülken y Hillen, 2000) 

 
 

1Operón: NR no reportado. 
2Mecanismo de transporte: P, sistema de fosfotransferasa; S, Simporte; F, Facilitador ABC-
ATP;     ? su función no ha sido reportado. 
3 Regulación: AT antiterminador; R represor; A activador 

 

Azúcar Operón (es)1 Transportador2 Ruta 

metabólica 

Regulación3 

Glucosa ptsGHJ P:PtsG Glucólisis AT:GlcT 
Sacarosa sacPA P:SacP Glucólisis AT:SacT 
Glucósidos bglPH P:BglP Glucólisis AT:lic. 
Maltosa malA yfiA malP P:MalP Glucólisis ? 
N-acetil-
glucosamina 

nagP nagAB 
yvoA 

P:NagP 
 

Glucólisis R:YvoA (?) 

Trealosa TrePAR P:TreP Glucólisis R:TreR 
Oligo-β- 
glucósido 

licBCAH P:Lic.,LicC, 
LicA 

Glucólisis A:LicR 

Oligo-β-
mannosida 

ydhMNOPQRST P:YdhM,YdhN 
YdhO 

Glucólisis R:YdhQ 

Fructosa LevDEFG 
sacC 
fruRBA 

P:LevD,LevE 
LevF, LevG 
P:FruA 

Glucólisis A:LevR 
R:FruR  

Manitol  Molad P:MtlD Glucólisis A:MtlR 
Manosa manPA ydjF P:ManP Glucólisis A:ManR 
Celobiosa NR P:? Glucólisis ? 
Glucitol gutB ydjDE S: YdjD 

 
Glucólisis A:GutR 

Glicerol glpFKD F:GlpF Glucólisis AT:GLP 
Inositol IolABCDEFG 

HIJ 
lolF (?) Ruta 

Especial 
R:lolR 

Gluconato gntRKPZ ABC:AraN 
AraP, AraQ 

Pentosas RGntR 

Arabinosa AraABDLMNO 
PQ-abfA 

S:AraE Pentosas R:AraR 

Ribosa rbsRKDACB ABC:RbsC,  

RASD RbsA 

Pentosas R:RbsR 
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3.3 Xilosa 

 

Entre los carbohidratos que constituyen los residuos agroindustriales se encuentra la xilosa 

(Figura 1), la cual es el segundo carbohidrato más abundante en la naturaleza; se presenta 

principalmente en estructuras poliméricas de xilano y hemicelulosa (Ingram et al., 1999). 

 

 
Figura 1. Estructura desarrollada de la xilosa, así como su estructura en el espacio. 

 

La xilosa es utilizada por muchos microorganismos como fuente de carbono. Sin embargo, 

entre algunos de los organismos de importancia industrial no es utilizada, debido a que no 

presentan las enzimas necesarias para su metabolismo, o bien, porque carecen de un 

transportador que permita su introducción a la célula, como es el caso de B. subtilis. 

 

3.3.1 Metabolismo de la xilosa  

 

Una vez que la xilosa es internalizada en la célula, es isomerizada a xilulosa, la cual es 

fosforilada formando xilulosa-5-fosfato (Dahl et al, 1994). La vía metabólica es codificada por 

el operón xylAB, que está constituido por el represor (xylR), la xilosa isomerasa (xylA) y la 

xilulocinasa (xylB). Una vez que la xilulosa es fosforilada, entra a la vía de las pentosas para 

su catabolismo (Gärtner et al. 1988; Rygus et al. 1991) (Figura 2). 
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Figura 2. Ruta metabólica de la xilosa (Gärtner et al., 1988). 

 

Los genes que codifican las enzimas para la utilización de xilosa ya han sido caracterizados en 

E. coli (Lawlis et al., 1984, citado por Schmiedel et al., 1997), Salmonella typhimurium 

(Shamanna y Sanderson, 1979, citado por Schmiedel et al., 1997) y B. subtilis (Gärtner et al. 

1988). La regulación y expresión de estos genes ocurre a nivel transcripcional y es mediado 

por un represor (codificado por xylR), el cual, en ausencia de xilosa, se une a la secuencia del 

operador (xylO) evitando la transcripción del operón xylAB. 

 

3.4 Metabolismo y regulación de la xilosa en Bacillus subtilis 

 

Como se mencionó anteriormente, B. subtilis posee las enzimas necesarias para el 

metabolismo de la xilosa; sin embargo, no es capaz de introducirla, debido a la carencia de un 

transportador específico que permita su entrada (Figura 3) (Schmiedel y Hillen, 1996; 

Steinmetz, 1993). No obstante esta bacteria llega a utilizar la xilosa cuando es introducida 

como xilanósido de la degradación del xilano, el cual es hidrolizado intracelularmente. Las 

dos enzimas que degradan xilano son una xilanasa y una endoxilasa que produce xilosa 

(Huang et al., 2006). En B. subtilis, los genes que codifican estas enzimas se encuentran en el 

operón xyn; el cual está constituido por el gen xynA, cuyo producto es una β-xilanasa; y el 

operón xynBC que codifica una permeasa de xilanosidos y β–xilosidasa; T un terminador 

transcripcional y O1 y O2 son los operadores (Figura 4). xynA es expresado constitutivamente, 

mientras xynBC, junto con xylAB están bajo el control transcripcional del represor XylR 

(Schmiedel y Hillen, 1996). 
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Figura 3. Modelo del operón xylAB de B. subtilis. 

 
 
 

Figura 4 Organización genética del operon xyn en Bacillus subtilis. 
 

En ausencia de xilosa el represor R (xylR) está unido al operador (círculo), impidiendo la transcripción del 

operón. La xilosa se une a XylR produciendo un cambio conformacional (cuadrado) el cual es incapaz de unirse a 

los operadores. 

 

Por otro lado, la regulación del operón xylAB ocurre a través de dos rutas (Figura 5): 

 

 Represión catabólica: la cual es mediada por el elemento cre (elemento de repuesta 

catabólica), localizado en el fragmento de lectura xylA. 

 

 Inducción dependiente de xilosa sobre la presencia del operador O1 y O2 (xylO), al 

cual se une el represor xylR (xylR), en ausencia de xilosa. En este estado la 

transcripción de xylAB es detenida. La inducción por xilosa dispara la liberación del 

cre 

xylR 
xylA O1 xylA O2 

xylA xylB 

Bacillus subtilis 

xylR xynB xynC 

O1 O2 

T 

R R 

Xilosa 
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xylR 

cre 

xylA xylB 

O1 O2 

Xilosa 
XylR XylR 

Glucosa- 6 -P Glucosa 

CcpA 

HrP-Ser-46 

represor XylR del ADN permitiendo la transcripción (Gärtner et al. 1988; Rodionov 

et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo de la regulación del operón xylAB de B. subtilis. 
 

3.5 Mutantes espontáneas xil+ de Bacillus subtilis 

 

Schmiedel y Hillen (1996), descubrieron una mutante de B. subtilis 168 capaz de crecer en 

xilosa como única fuente de carbono. Después de crecer la cepa B. subtilis 168 algunos días en 

cajas de medio mínimo con xilosa, como única fuente de carbono, aparecieron colonias con 

una frecuencia de 1x 10 -6/ células. Una explicación para la aparición de estas colonias es la 

presencia de un gen críptico para la entrada de xilosa, el cual puede ser activado por una 

mutación espontánea, similar a la descrita por el operón bgl en E. coli K12 (Schmiedel y 

Hillen, 1996).Otra hipótesis es, que la entrada de xilosa en las cepas xil+ se debe a una 

mutación que relaja la especificidad de otro sistema de transporte lo cual ocasiona que pueda 

reconocer a la xilosa (Schmiedel y Hillen, 1996).  

 

Por otra parte, en 1998 Krispin y Allamansberger obtuvieron coincidentalmente mutantes 

espontáneas, las cuales fueron capaces de crecer en D-galactosa o D-xilosa como única fuente 

de carbono mientras realizaban estudios sobre el efecto tóxico de la galactosa sobre cepas de 

B. subtilis galE-. La caracterización de estas mutantes reveló que un transportador de 

arabinosa, AraE, funciona como un transportador para tres diferentes azúcares: L-arabinosa, 

D-galactosa y D-xilosa. Además estas mutantes mostraron que B. subtilis es capaz de crecer en 
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D-galactosa y D-xilosa cuando la L-arabinosa, el inductor de la síntesis de AraE, es 

adicionado al medio de crecimiento. 

 

3.6 Permeasa de Glucosa (GlcP) 

 

Paulsen et al (1998), reportaron tres tipos de mutantes de B. subtilis que exhiben resistencia a 

la represión catabólica por glucosa, las cuales dos presentan una resistencia total a represión 

catabólica del operón gnt-promovida por glucosa y una tercera que exhibe resistencia parcial. 

Las mutaciones fueron encontradas en: 

 

 En el gen ptsG, el cual codifica para la enzima II específica para glucosa en PTS. 

 

 En el gen glcT. 

 

 En una secuencia desconocida a la que denominaron glcP. El producto del glcP, la 

proteína GlcP, está compuesta por 401 aminoácidos y parece ser una permeasa simporte, 

miembro de la familia fructosa/glucosa/galactosa de la superfamilia del principal 

facilitador. 

 

Poco se sabe sobre esta permeasa, sin embargo durante el estudio realizado por Paulsen et al 

(1996), se encontraron lo siguiente (Figura 6) 

 

 Las gráficas hidropáticas de la secuencia proteica sugieren una topología de 12 α-

hélices transmembranales. 

 

 En el gen los extremos son repetidos invertidos, los cuales pueden servir como 

terminadores transcripcionales. 

  

 No se observa promotor que preceda al gen glcP. 
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Figura 6. Organización de la secuencia del gen glcP (Paulsen et al, 1996). 

 

En experimentos realizados en E. coli encontraron que la proteína GlcP permite la entrada de 

glucosa y manosa, pero no de galactosa. Por lo cual concluyeron que la proteína GlcP 

transporta aldohexosas de la configuración gluco (manno) sin reconocimiento del grupo 

hidroxil en la posición 2. Así mismo el mecanismo por el cual funciona la permeasa es a partir 

de la fuerza motriz protón (Paulsen et al, 1996). 

 

3.7 Metabolismo durante el crecimiento aeróbico y anaeróbico 

 

Las bacterias frecuentemente se encuentran con cambios drásticos en su medio, entre los 

cuales están las fluctuaciones en los niveles de oxígeno externo. Estos cambios repercuten en 

cambios en el metabolismo que incluyen ajustes en las rutas metabólicas y velocidad de 

utilización de las fuentes de carbono, en el flujo de electrones con el fin de mantener el 

balance oxido-reducción, los mecanismos de producción de energía y ciertas reacciones de 

biosíntesis (Nakano y Zuber, 1997). Dichos cambios se llevan a cabo por modulación de la 

actividad de proteínas y/o por la regulación de la expresión de genes (Nakano y Zuber, 1997). 

 

En el caso de B. subtilis al ser un organismo cuyo hábitat es el suelo, tiene que poseer los 

mecanismos necesarios para contender con los cambios de oxígeno, debido a que la cantidad 

de agua en el suelo es variable: En aerobiosis las proteínas inducidas incluyen enzimas del 

complejo de piruvato deshidrogenasa (PDH), varias enzimas del ciclo de ácidos tricarboxilicos 

y superoxido dismutasa (Nakano y Zuber, 1997). Mientras que en anaerobiosis las proteínas 

inducidas incluyen algunas enzimas glicolíticas y la PDH, debido a que B. subtilis carece de la 

enzima piruvato formato liasa (PFL) (Nakano yZuber, 1998). 
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Estudios recientes han demostrado que B. subtilis puede crecer anaeróbicamente, ya sea a 

través de la respiración de nitratos o por fermentación (Nakano y Hulett 1997; Nakano et al., 

1997; Nakano y Zuber 1998; Cruz–Ramos et al., 2000; Espinosa de los Monteros et al., 2001). 

 

3.7.1 Crecimiento aeróbico 

 

El ciclo de Krebs es la ruta central del metabolismo intermediario que genera ATP, poder 

reductor e intermediarios biosintéticos, cuyo principal sustrato es la acetil-Coenzima A (acetil-

CoA), y sus principales derivados biosintéticos son 2-oxoglutarato, oxalacetato y succinil-

CoA. En algunos organismos, el succinil-CoA es un precursor de lisina y metionina; sin 

embargo, B. subtilis utiliza acetil-CoA, para la biosíntesis de la lisina y metionina 

(Sonenshein, 2002). 

 

De acuerdo a las necesidades metabólicas de la célula la acetil-CoA puede entrar al ciclo de 

Krebs, usarse para la biosíntesis de ácidos grasos, o convertirse en acetato con la concomitante 

síntesis de ATP. En B. subtilis la producción de acetato es catalizada por la fosfotransacetilasa 

(pta) y la acetato cinasa (ack).por otra parte, B. subtilis carece de la vía de glioxilato, la cual 

permite usar al acetato y ácidos grasos como única fuente de carbono; la utilización de acetato 

es mediada por la acetil-CoA sintetasa, el producto del gen acs. (Figura 7) (Sonenshein, 2002). 

La síntesis ATP y GTP ocurre en el ciclo de Krebs a nivel de sustrato, a través de la acción de 

la succinil-Coenzima A sintetasa (SCS) e indirectamente a través de la fosforilación oxidativa 

manejado por equivalentes reductores obtenidos por la acción de la isocitrato deshidrogenasa 

(IDH) la cual reduce NADP+, el complejo oxoglutarato deshidrogenasa (OGDC), malato 

deshidrogenasa (MDH) y succinato deshidrogenasa (SDH). En B. subtilis la actividad de la 

SCS esta acoplada a la producción de ATP (Figura 7) (Sonenshein, 2002). 

 

La fuente basal del oxalacetato (OAA) en bacterias Gram-positiva es a través de la actividad 

de la piruvato carboxilasa (codificada por pycA) en células creciendo sobre carbohidrato como 

principal fuente de carbono, o bien por la transaminación de aspartato. Cuando B. subtilis 

crecen en medios que contienen succinato, fumarato,malato o aminoácidos como glutamato, 

aspartato, asparagina, arginina, prolina, ornitina o histidina como única fuente de carbono los 
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convierte a OAA, el cual entra a la vía gluconeogénica hasta fosfoenolpiruvato (PEP) vía 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Figura 7) (Sonenshein, 2002). 

 
Figura 7. El ciclo de Krebs y vías relacionadas. 

El ciclo de Krebs es la ruta central que genera ATP, poder reductor e intermediario. La ruta de glioxilato, 

indicada con líneas punteadas, está ausente en B. subtilis (Sonenshein, 2002 
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La energía metabólica equivalente de la glucosa es la máxima cantidad de ATP que puede ser 

generado de su completa oxidación hasta dióxido de carbono. Para organismos aeróbicos 

como B. subtilis esta generación de ATP es dependiente de la eficiencia de acoplamiento de la 

respiración y la síntesis de ATP y es usualmente expresado como la relación P/O (moles de 

ATP formado por molécula de oxígeno) (Dauner et al., 2001). 

 

B. subtilis sintetiza, bajo condiciones aeróbicas, una cadena de transportadores de electrones, 

compuesto por tres o posiblemente cuatro oxidasas terminales con diferente eficiencia de 

acoplamiento (Figura 8) (Winstedt y Wachenfeldt, 2000). 

 

 
 

Figura 8 Ruta de respiración aeróbica en Bacillus subtilis (Winstedt and Wachenfeldt, 2000) 

 

En cultivos aeróbicos con glucosa, se ha observado que B. subtilis no utiliza la rama del 

citocromo bd, debido a que ésta es activada en bajas concentraciones de oxígeno; así mismo, 

el citocromo c es inactivo en células creciendo con glucosa. Por lo tanto en cultivos aeróbicos 

con glucosa, la oxidación de NADH es, probablemente catalizada por el citocromo aa3, el cual 

ha mostrado estar presente durante el crecimiento vegetativo de B. subtilis. El transporte de un 

Oxidasas terminales 

Citocromo 
oxidasa 

Complejo 
bc 

Quinol 
oxidasa 

Grupo de 
Menaquinona 

Succinato: 
menaquinona 

reductasa 
 

NADH: 
menaquinona 

reductasa 

Glicerol-3-P: 
menaquinona 

reductasa 

Citocromos 
tipo c 

Citocromo caa3 

Citocromo aa3 

Citocromo bd 

YthAB 

H2O 

O2 



 - 28 - 

electrón de NADH a través de esta rama transloca dos protones, y cuatro protones son 

necesarios para generar una molécula de ATP en la reacción catalizada por la ATP sintetasa. 

El transporte de un electrón de FADH transloca un solo protón. Por lo que, la relación P/O 

corresponde a la generación de 1 ATP por NADH y 0.5 ATP por FADH. De tal forma que la 

completa oxidación de glucosa a dioxido de carbono produce 15 ATP (Dauner et al., 2001). 

La excreción de subproductos metabólicos tales como el acetato causa una pérdida energética 

en la célula debido a que la glucosa no puede ser oxidada a dioxido de carbono (Dauner et al., 

2001). 

 

3.7.2 Respiración de nitratos 

 

B. subtilis tiene la capacidad de utilizar el nitrato como aceptor de electrones en la respiración 

anaeróbica. La reducción anaeróbica de nitrato está acoplada a la generación de energía, 

debido a que B. subtilis crece anaeróbicamente en medio mínimo que contiene glicerol, una 

fuente de carbono no fermentable, si el nitrato está presente (Nakano, et al., 1997). La 

reducción de nitrato a nitrito y de nitrito a amonio es catalizada por la nitrato reductasa y 

nitrito reductasa, respectivamente. Los genes que codifican las subunidades de la nitrato 

reductasa (nasB y nasC) y nitrito reductasa (nasD y nasE) constituyen un operón junto con el 

gen nasF. 

 

3.7.3 Fermentación 

 

B. subtilis posee una ruta de fermentación de glucosa muy deficiente, probablemente, como 

consecuencia de que la cantidad de piruvato acumulado durante la glicólisis no es suficiente 

para inducir la expresión de los genes involucrados en el catabolismo del piruvato (inducción 

por sustrato) o la activación de algunas enzimas involucradas (Nakano y Zuber 1998). Sin 

embargo, se ha logrado mejorar el crecimiento al utilizar mezclas de glucosa y piruvato o bien, 

cuando la glucosa va acompañada de una mezcla de aminoácidos (Nakano, 1997). Otra de las 

principales razones por la que B. subtilis necesita de ambos, glucosa y piruvato, para crecer es 

debido a la carencia de la piruvato formato liasa (PFL). En la ruta fermentativa de E. coli, la 

conversión de piruvato a acetil-CoA es catalizada por la PFL en lugar del complejo piruvato 
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deshidrogenasa (PDH) que funciona durante el crecimiento aeróbico. El encendido de PDH a 

PFL es importante para evitar el exceso de NADH bajo condiciones fermentativas, durante el 

cual el NADH no es reoxidado por la cadena respiratoria. En contraste, B. subtilis carece de 

PFL y en su lugar utiliza PDH la cual cataliza la conversión de piruvato a acetil-CoA durante 

la fermentación (Nakano et al., 1997; Nakano y Zuber, 1998) Lo anterior, junto con otros 

datos indica que B. subtilis lleva a cabo una fermentación mixta de ácidos y butanediol en la 

cual PDH juega un papel tanto en el crecimiento fermentativo como en la respiración de 

nitratos. 

 

En estudios realizados por Nakano (1997) se observó que B. subtilis sufre una fermentación 

mixta, durante la cual, obtuvieron lactato y pequeñas cantidades de acetato, etanol, acetoína y 

2,3-butanediol como productos. En la fermentación, el metabolismo del piruvato a los 

productos finales regenera el NAD+ de NADH (Figura 9). 

 

En la fermentación, el piruvato puede ser convertido a lactato por la lactato deshidrogenasa 

(LctE) y a oxalacetato por la piruvato carboxilasa, el cual es sucesivamente convertido a 

malato, fumarato y succinato, aunque la producción de succinato en B. subtilis no ha sido 

reportada (Nakano, 1997). 
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F igura 9. Rutas de fermentación y el catabolismo, propuesta para B. subtilis (Cruz –Ramos et 

al., 2000) 
Las enzimas involucradas en las reacciones son: LctE, lactato deshidrogenasa; AlsS, acetolactato sintasa; AlsD, 

acetolactato descarboxilasa; PycA, piruvato carboxilasa; Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pta, fosfotransacetilasa; 

Ack, acetato cinasa; AcsA, acetil-CoA sintetasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDH, acetaldehído 

deshidrogenasa y ATC, ácido tricarboxilicos. 

 

 

El piruvato, también, es catabolizado a acetoína y 2,3- butanediol por la -acetolactato sintasa 

(AlsS), -acetolactato descarboxilasa (AlsD) y acetoína reductasa (Figura 9). Cada una de las 

reacciones mencionadas contribuye a la reoxidación de NADH. Finalmente, el piruvato es 

convertido a acetil-CoA, el cual puede ser metabolizado a etanol por la acetaldehído 

deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, o acetato, la reacción de producción de acetato es 

acompañada por la síntesis de ATP, y la síntesis de etanol está involucrado en el reciclamiento 

de NADH. La funcionalidad de esta última vía no ha sido documentada intensivamente. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

Actualmente un número importante de grupos de investigación en el mundo dedican su 

esfuerzo al estudio de diversos aspectos de la fisiología microbiana, con el propósito de aplicar 

el conocimiento generando cepas capaces de utilizar un amplio rango de sustratos y lograr que 

sinteticen nuevos metabolitos, entre otros.  

 

B. subtilis es la bacteria Gram positiva más utilizada para la obtención de productos de interés 

para el hombre. Un aspecto interesante e importante de este microorganismo es su capacidad 

para la utilizar una variedad de carbohidratos tales como: glucosa, celobiosa, arabinosa, entre 

otros. Sin embargo, no puede crecer utilizando xilosa (segundo azúcar más abundante en la 

naturaleza) como única fuente de carbono a pesar de contar con las enzimas necesarias para 

metabolizar esta pentosa. Algunos reportes indican que B. subtilis no cuenta con un 

transportador específico de xilosa.  

 

Por lo anterior se propone estudiar los procesos metabólicos, de crecimiento y de formación de 

productos de B. subtilis utilizando xilosa como única fuente de carbono, tanto en condiciones 

aeróbicas como anaeróbicas de dos cepas: una mutante que utilice xilosa y otra que contenga 

el potencial transportador inespecífico de xilosa-glucosa (GlcP). Esto permitirá ampliar el 

espectro de utilización de carbohidratos por B. subtilis y además de proporcionará información 

básica sobre la fisiología de este microorganismo.  

 

Así mismo es importante realizar cultivos tanto aeróbicos como anaeróbicos en mezcla 

glucosa-xilosa, debido a que, los residuos agroindustriales son una mezclas de carbohidratos 

principalmente xilosa-glucosa por lo que es necesario saber el comportamiento de B. subtilis al 

utilizar la glucosa-xilosa en mezclas para la generación de productos. 
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5. HIPÓTESIS: 

 

Si se lleva a cabo la expresión de un transportador que permita la entrada de xilosa en B. 

subtilis, se activará al operón xylAB, permitiéndole utilizar dicho azúcar, tanto en 

condiciones aeróbicas como anaeróbicas. 

 

6. OBJETIVOS  

 

6.1 Objetivo General: 

 

Desarrollar cepas microbianas, principalmente de E. coli y B. subtilis mediante herramientas 

de la ingeniería de vías metabólicas y de bioingeniería capaces de convertir los azúcares 

presentes en hidrolizados de residuos agroindustriales en etanol, L o D lactato, succinato y 

otros productos homólogos o heterólogos a fin de sustituir los materiales obtenidos a partir del 

petróleo. 

 

6.2 Objetivo Particular: 

 

Generar cepas de B. subtilis capaces de utilizar xilosa como única fuente de carbono y 

caracterizarlas a nivel de fermentador utilizando glucosa, xilosa y mezcla glucosa -xilosa. 

 

6.2.1 Objetivos Específicos: 

 Generar una mutante espontánea que sea capaz de crecer en xilosa. 

 Transformar a B. subtilis con un plásmido (pE18P43glcP) que contiene el gen glcP.  

 Caracterizar a nivel fermentador en condiciones aeróbicas y anaeróbicas las cepas 

derivadas de B. subtilis utilizando glucosa, xilosa y mezcla glucosa-xilosa. 

 



 - 33 - 

7. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

7.1 Cepas y plásmidos  

 

Todas las cepas y plásmidos utilizados se describen en las Tablas 3 y 4. 

 

Tabla 3. Cepas utilizadas en este trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Plásmidos utilizado en este trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas Genótipo/Fenotipo Fuente  

Bacillus subtilis 

CH1alsS- 

Protótrofa nprE, aprE, epr, bpf, mpr::ble 

nprB::bsr vpr::ery, als::Sp 

Romero, S., 

2007 

B. subtilis CH1 

alsS -xil* 

Mutante espontánea con capacidad de utilizar 

xilosa 

Este trabajo  

B. subtilis 168 

Trp+ 

Protótrofa Cepario del 

Laboratorio 

B. subtilis 168/ 

glcP 

Similar a B. subtilis 168 protótrofa transformada 

con el plásmido pE18P43glcP 

Este Trabajo  

Plásmidos Características Fuente 

pE18P43  Derivado del plásmido pE194- cop6; contiene el sitio 

de clonación múltiple de pUC18, posee un promotor 

constitutivo P43, cuya expresión, es principalmente 

en la fase estacionaria; presenta resistencia a 

eritromicina y lincomicina. 

Wu y Wong , 

1999 

pE18P43 glcP pE18P43 que contiene el gen glcP expresado a partir 

del promotor P43.  

Cabrera-

Valladares 

2006 
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El plásmido pE18P43glcP (Cabrera-Valladares, 2006) contiene el gen glcP el cual codifica 

para una permeasa de glucosa. (Figura 10.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Plásmido pE18P43glcP (Cabrera-Valladares, 2006). 
 

La cepa CH1 alsS- se utilizó para la generación de la mutante espontánea capaz de utilizar 

xilosa como única fuente de carbono (se describe más adelante), debido a que, ha sido 

previamente utilizada en el laboratorio. CH1 alsS- tiene interrumpido el gene alsS- 

(acetolactato sintasa) por el cassette de espectinomicina. También tiene interrumpidas las siete 

proteasas mayorítarias de B. subtilis (Ye et al., 1996). 

 

La cepa B. subtilis 168 Trp+ se utilizó como hospedero del plásmido pE18P43glcP, como se 

presenta en los resultados de esta tesis, le confiere la capacidad de introducir xilosa al contener 

el gen de la glucosa permeasa (glcP). Se decidió utilizar la cepa B. subtilis 168 Trp+ para la 

caracterización de la permeasa, debido a que, la cepa 168 Trp+ es protótrofa, no tiene deletadas 

las siete proteasas mayoritarias y no posee resistencia a antibióticos; representando una cepa 

silvestre.  

 

7.2 Reactivos: 
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7.2.1 Enzimas 

 

Para las digestiones realizadas se utilizaron enzimas de restricción proporcionadas por MBI 

Fermentas o New England BioLabs. Se utilizaron de acuerdo a las recomendaciones de los 

fabricantes.  

 

7.2.2 Extracción de plásmido 

 

Las extracciones de plásmidos realizadas se llevaron a cabo por medio de un Kit de extracción 

(CONCERT Rapid plasmid Miniprep System de GibcoBRL). 

 

7.3 Generación de mutantes espontáneas xil+ de B. subtilis  
 

Se obtuvieron mutantes espontáneas de B. subtilis CH1 alsS- xil* a través del procedimiento 

descrito por Schmiedel y Hillen. La cepa CH1alsS- se sembró en cajas M9-xilosa 2g/L (M9-

xil). La caja fue incubada a 37°C durante 72 horas, posteriormente, las colonias observadas 

fueron resembradas de nuevo en cajas M9-xil, incubándose nuevamente a 37°C durante 48 

horas. Por último, se realizó un tercer pase, cuya incubación fue a 37°C y duró 24 hrs. Al final, 

se obtuvieron tres tamaños de colonias: grandes, medianas y chicas. Se resembraron las 

colonias aisladas en cajas M9–xil Eritromicina (Eri) 5g/mL y Lincomicina (Lin) 5g/mL, 

con la finalidad de evitar contaminantes. De cada tamaño se aisló una colonia y se realizaron 

los gliceroles correspondientes. 

 

7.4 Transformación de B. subtilis 168 Trp+ 

 

La cepa B.subtilis 168Trp+ fue transformada con los plásmidos pE18P43 (plámido control) y 

pE18P43glcP (plásmido conteniendo el gen glcP), obteniéndose las cepas B. subtilis 

168Trp+/P43, la cual se utilizó como control y es incapaz de crecer en xilosa; y la cepa B. 

subtilis 168Trp+/glcP, la cual se planteo es capaz de crecer y utilizar la xilosa como única 

fuente de carbono. Las transformaciones se realizaron a través del método de trasformación 
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para bacillus. Este método, tiene como base, la capacidad de Bacillus para alcanzar un estado 

de competencia natural. 

 

El estado de competencia es el estado fisiológico característico que permite captar e incorporar 

ADN del medio exterior a su cromosoma; dicho estado se desarrolla cuando existe una 

limitación nutricional y se presenta después de la fase exponencial, durante el inicio de la fase 

estacionaria. Por último se ha asociado un tercer factor el cual depende del tipo celular 

(dimorfismo), debido a que los cultivos competentes son heterogéneos, es decir, existen 

células competentes y no competentes (Iáñez, 2006). 

 

Para realizar la transformación fueron necesarias las siguientes soluciones: Sales Bacillus 10x, 

solución TBI, solución TBII y medio Luria-Bertani. 

 

La composición de las sales bacillus 10x fue (para 10 mL): 1.4 g de K2HPO4, 0.6 g de 

KH2PO4, 0.2 g de (NH4)2SO4, 0.1 g de Citrato de Sodio. La solución TBI contiene (por cada 

2.5 mL de sales bacillus 10x): 0.5 % de glucosa, 5mM de MgSO4, 0.02 g de Casaaminoácidos, 

50 µg/mL de triptófano. La solución TBII contiene (por cada 2.5 mL de sales bacillus 10x): 

0.5% de glucosa, 5mM de MgSO4, 0.01% de Casaaminoácidos, 5 µg/mL de Triptófano.  

 

Se sembró la cepa B. subtilis 168Trp+ en una caja LB sin antibiótico, se incubó a 37°C por 16 

horas. En un tubo de 150 x 15 mm se inoculó 1 mL de la solución TBI con colonias de la cepa 

B. subtilis 168Trp+. El cultivo se incubó a 37°C hasta que las células alcanzaron el estado de 

competencia (de 4-5 horas aproximadamente). Una vez transcurrido el tiempo, se transfirieron 

250 L del cultivo a 2.5 mL de solución TBII.  

 

En tubos de 150 x 15 mm se colocaron 500 mL de la solución TBII con el cultivo y se 

agregaron 30 L de plásmido (pE18P43 y pE18P43glcP); se incubaron a 37°C durante 1.5 hrs. 

Una vez concluido el tiempo de incubación, se procedió a plaquear, en cajas de LB con Ert 

g/mL Lin g/mL, las siguientes cantidades 100, 150, 200 L del medio de cultivo. Todas 

las cajas se incubaron a 37°C durante 30 h. De esta manera se obtuvieron únicamente colonias 

que adquirieron el plásmido, el cual les confiere resistencia a eritromicina (Eri) y lincomicina 
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(Lin). Las colonias que crecieron se picaron con ayuda de palillos estériles y se transfirieron a 

tubos de ensaye con 5 mL de medio Luria-Bertani Erit 5g/mL Lin 5g/mL. Los tubos se 

incubaron a 37°C a 300 rpm durante 12 h. Transcurrido el tiempo se tomó 1mL del cultivo y 

se colocó en un criovial con un 1 mL de glicerol al 80%, se congeló inmediatamente con la 

ayuda de hielo seco y se almacenó a -70°C. 

 

Adicionalmente, a las colonias obtenidas se les extrajó plásmido y se realizó un patrón de 

digestión, con el fin de corroborar que el plásmido que presentaban era el pE18P43 y 

pE18P43glcP. Por último y para comprobar que el transportador GlcP permite la entrada de 

xilosa, se estriaron cajas del medio mineral xilosa (como única fuente de carbono) con la cepa 

BS168Trp+/glcP a fin de observar crecimiento. 

 

7.5 Generación de un banco de células. 

 

Con la finalidad de tener una homogeneidad en los inóculos y disminuir variaciones en los 

cultivos, se realizó un banco de células. Los bancos generados fueron de las cepas CH1 alsS-, 

CH1 alsS- xil*, 168 Trp+/P43 y 168 Trp+/glcP. Las cepas fueron crecidas en medio mineral 

sólido con agar (la preparación del medio mínimo se describe en la sección 7.6); los azúcares 

utilizados fueron glucosa o xilosa, y los antibióticos eritromicina (Eri), lincomicina (Lin) y 

espectinomicina (Spt). Las cajas se incubaron a 37°C; el tiempo de incubación varió 

dependiendo de la fuente de carbono. Para glucosa el tiempo de incubación fue de 

aproximadamente, 20 h, y para xilosa de aproximadamente 26 h. Posteriormente al periodo de 

incubación, se cosecharon las células y resuspendieron en 100 mL de medio mineral con el 

azúcar y antibiótico(s) correspondientes. Los cultivos se incubaron a 37°C y 300 rmp durante 

aproximadamente 12 h cuando se utilizó glucosa y 24 h para xilosa.; periodo en el cual llega a 

la fase exponencial, obteniendo una D.O.600 2.4. Por último, se almacenaron muestras en 

crioviales con glicerol al 40%, a -70 oC. Los cultivos realizados fueron de glucosa, xilosa y 

mezcla glucosa-xilosa, cuya concentración final fue de 10 g/L. Las cepas CH1 alsS- y 168 

Trp+/pE18P43 no se crecieron en xilosa. 
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7.6 Medios de cultivos: 

 

Para evaluar el crecimiento y metabolismo de azúcares en condiciones aeróbicas y anaeróbicas 

se utilizaron los siguientes medios: medio rico y medio mineral (Martínez et al. 1997), ambos 

suplementados con 10 g/L de azúcar. En el caso de la evaluación del crecimiento en mezclas 

de azúcares se utilizó 5 g/L de cada azúcar evaluado. 

 

Medio mínimo cuya composición fue (por litro) 4 g de (NH4)2SO4; 5.32 g de K2HPO4; 6.4 g 

de KH2PO4; 10 mg de Ácido Cítrico; 0.4 g de MgSO4- 7H2O; 5 mg de MnCl2;; 40 mg de 

CaCl2; 30 g de FeSO4- 7H2O; suplementado con 2 ó 10 g/L de azúcar. El sulfato de amonio y 

las sales de fosfato se esterilizaron juntos (por calor) y se prepararon soluciones patrón de los 

otros componentes del medio, los cuales se esterilizaron por filtración (0.22 µm) y se 

adicionaron al medio base antes de inocular los cultivos. 

 

Medio Mineral M9 (este medio es utilizado principalmente para E. coli) cuya composición fue 

(para 1000 mL) 6 g Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 0.5 g NaCl; 1 g NH4Cl; 100µL de CaCl2 1M; 200 

µL de MgSO4 1M; 10 µL de tiamina ( vitamina B12). Se adicionó 2 g/L de azúcar (glucosa o 

xilosa). Las sales de fosfato y cloruro de sodio y de amonio se esterilizaron juntos (por calor), 

y el resto de las soluciones se esterilizaron por separado (por calor), las cuales se adicionaron 

al medio base antes de inocular. 

 

Para la recuperación de las células transformadas se utilizó el medio Luria-Bertuani (LB) con 

lincomicina y eritromicina, cuya composición (por litro) es: 10g de bactotriptona, 5 g de 

extracto de levadura y 5 g de NaCl, líquido o solidificado con agar al 1.5%. Los antibióticos 

utilizados fueron lincomicina (5 µg/mL), eritromicina (5 µg/mL) para las cepas 168Trp+/P43 y 

168Trp+/glcP; y espectinomicina (100 µg/mL) para las cepas CH1 alsS- y CH1 alsS- xil*. 

 

7.7 Condiciones de cultivos  
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7.7.1. Desarrollo de inóculos 

 

Los inóculos se realizaron adicionando 1.8 mL del preinóculo de glicerol por cada 200 mL de 

medio mineral, azúcar 10 g/L y la mitad del antibiótico. Los inóculos se incubaron a 37°C y 

300 rpm durante 24 h. para los cultivos en condiciones aeróbicas y a 100 rpm durante 32 h. 

para los cultivos en condiciones anaeróbicas. 

 

Los cultivos fueron inoculados centrifugando (4,000 rpm; 15 min; 25ºC(equipo Sorvall 

Legend MACH 1.6R rotor 75002002F)) la cantidad suficiente de inóculo para obtener una 

DO600  inicial 0.2 para los cultivos aeróbicos y 0.1 para los anaeróbicos; las células fueron 

resuspendidas en una pequeña cantidad del medio y posteriormente transferidas a cada cultivo 

(sin antibiótico).  

 

La evaluación de los cultivos se realizó en medio mínimo con 10 g/L de azúcar y sin 

antibiótico. Todos los cultivos se realizaron por duplicado, en los resultados se presenta un 

promedio. 

 
En todos los cultivos los parámetros considerados para evaluar fueron: velocidad específica de 

crecimiento (µ); rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s); velocidad específica de consumo de 

azúcar (qs); rendimiento producto-sustrato (Yp/s), velocidad específica de formación de 

producto (qP). Antes de realizar los cálculos, todos los datos obtenidos fueron corregidos por 

el factor de dilución en función de la base adicionada a los cultivos (ver anexo). 

 

7.7.2 Cultivos aeróbicos 

 

Los cultivos aeróbicos se realizaron en fermentadores Applikon con un volumen de trabajo de 

500 mL, equipados con una turbina tipo Rushton de 6 paletas planas. La temperatura fue 

controlada a 37°C. El pH se mantuvo a 7.0 mediante adiciones automáticas de KOH 2N. La 

espuma fue controlada mediante adiciones manuales de Silicón grado alimenticio al 10% 

(Droguería Cosmopolita). El oxígeno disuelto fue controlado por arriba del 20% (con respecto 

al valor de saturación en aire), por incrementos automáticos en la velocidad de agitación. La 

velocidad de agitación inicial fue de 600 rpm con un flujo constante de aire, 1 vvm. Los 
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cultivos fueron monitoreados y controlados mediante el Biocontrolador ADI 1010, la 

adquisición de datos se llevó a cabo con la ayuda de una computadora personal mediante el 

software Bioexpert 1.20x de Applikon. 

 

7.7.3 Cultivos anaeróbicos 

 

Los cultivos anaeróbicos se realizaron en sistemas de mini-fermentadores, con un volumen de 

trabajo de 200 mL. La temperatura fue controlada a 37°C, 100 rpm y el pH se mantuvo a 7.0 

mediante la adición automática de KOH 2N. 

 

7. 8 Métodos analíticos 

 

7.8.1 Concentración celular 

 

En todas las fermentaciones se midió la concentración celular de los cultivos a través de un 

espectrofotómetro Beckman DU-70. Las densidades ópticas obtenidas se convirtieron en peso 

seco (DCW) por medio de un factor de conversión: 1 D.O.= 0.35 gDCW/L. El monitoreo de los 

cultivos fue registrado cada 2 h., tomándose una muestra de 1.5 mL. El procesamiento de las 

muestras consistió en centrifugar la muestra a 12,000 rpm durante 10 minutos. Los 

sobrenadantes fueron trasferidos a un segundo tubo y almacenados a -20oC hasta su análisis. 

 

7.8.2 Evaluación mediante HPLC 

 

Los ácidos orgánicos y azúcares de los sobrenadantes se determinaron utilizando el equipo de 

HPLC (cromatografía líquida de alta presión por sus siglas en inglés High performance liquid 

chromatography). Las determinaciones por HPLC, se llevaron a cabo por cromatografía 

isocrática con H2SO4 5Mm y Na3N al 0.03% como fase móvil a un flujo de 0.5mL/min en una 

columna Aminex HPX-87H a 50°C. La detección se hizo simultáneamente con un detector de 

arreglo de diodos (Waters 996) y un detector de índice de refracción (Waters 410). El análisis 

y procesamiento de datos se realizó con el sistema Milenium (versión 3.01 Waters). Para este 

estudio, los ácidos orgánicos que se buscaron en los sobrenadantes de las muestras fueron: 
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acético y fumárico, así como acetoína, 2,3-butanediol y etanol para las muestras de cultivos 

aeróbicos; mientras que en anaerobiosis se buscó acetato, lactato, succinato y malato. La 

glucosa también fue cuantificada utilizando un analizador bioquímico (YSI modelo 2700). 
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8. RESULTADOS  

 

8.1 Generación de mutantes espontáneas xil+ de B. subtilis  

 

Se generaron mutantes capaces de introducir xilosa, derivadas de B. subtilis CH1 alsS-, de 

acuerdo al protocolo reportado por Schmiedel y Hillen (1996) (mas detalles ver métodos 7.4). 

Como se mencionó en la sección 7.4, se obtuvieron colonias de tres tamaños distintos: grande, 

mediano y pequeñas. Se aisló una colonia de cada tamaño; posteriormente cada una de estas 

colonias se sembró en cajas LB Eri 5g/mL Lin 5g/mL a fin de descartar que las colonias 

fuesen producto de una contaminación. Una vez, corroborado lo anterior, se decidió trabajar 

con la colonia grande, debido a que, se pensó que al crecer más presentaba un mejor 

transporte. Esta cepa se denominó CH1 alsS- xil*. 

 

8.2 Transformación de la cepa 168Trp+ con el plásmido pE18P43glcP 

 

El plásmido pE18P43glcP contiene el gen glcP el cual codifica la proteína GlcP, un 

transportador de la familia de la glucosa-manosa/H+ simporter. Dentro de la literatura existen 

pocos reportes a cerca de dicho transportador. Como se menciono en los antecedentes, la 

caracterización del GlcP se ha llevado a cabo en E. coli obteniendo: 

 

 El transportador GlcP no permite la entrada de galactosa  

 

 Es capaz de transportar aldohexosas de la configuración gluco (manno), sin 

reconocimiento del grupo hidroxil en la posición 2, pero presenta una estereoespecificidad 

en el grupo hidroxilo del carbono 4. 

 

Basados en este estudio se decidió transformar la cepa B. subtilis 168Trp+con el plásmido 

conteniendo el gen glcP (pE18P43gclP), a fin de observar si GlcP permite el transporte de 

xilosa a la célula. Obteniendo la cepa 168Trp+/glcP. Por otra parte, también se transformó la 

cepa 168Trp+ con el vector pE18P43 a fin de obtener la cepa 168Trp+/P43, la cual sirvió como 

control. 
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Una vez realizadas las transformaciones, y para corroborar que la cepa tuviera el plásmido de 

interés, se purificó el plásmido y por patrón de restricción se comprobó que el patrón de 

bandas fuera el esperado. Las enzimas utilizadas fueron HindIII y EcoRI (Figura 11). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Patrón de bandas del plásmido pE18P43glcP con las enzimas HindIII y EcoRI la cual 

produce dos bandas de 3000 y 1800 pb. 
1 MP GeneRule 1Kb DNA Ladder 
 

8.3 Evaluación del crecimiento de B. subtilis en condiciones aeróbicas. 

 

8.3.1 Crecimiento aeróbico en glucosa. 

 

La caracterización de las cepas se llevó a cabo en medio mínimo con glucosa (10 g/L). En la 

figura 12 se muestran el crecimiento, consumo de glucosa y formación de productos de las 

cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP, alcanzando una biomasa de 

alrededor de 3.5 g/L, así mismo la velocidad específica de crecimiento (fue cerca de 0.6 h-1 

para todas las cepas. También la velocidad específica de consumo de glucosa (qglc) y de 

producción de acético fue similar en todas las cepas, con valores de 1.2 gglc/gDCW
.h y 0.23 

gacético/gDCW.h, respectivamente. Como se observa en la tabla 5 para todas las cepas la mayor 

parte de la glucosa consumida fue canalizada hacia generación de biomasa y acético con una 

mínima formación de acetoína al final de la fase de crecimiento exponencial. 

 

 

3000 

1800 

1MP 
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Tabla 5. Rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s) y producto/sustrato (YAcético/s) del 

crecimiento aeróbico en glucosa de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 

168Trp+/glcP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa YX/S (gDCW/gs) Yp/s (gp/gs) 

CH1 alsS- 0.50 0.20 

CH1 alsS-xil* 0.51 0.20 

168Trp+/P43 0.45 0.20 

168Trp+/glcP 0.52 0.21 
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Figura 12. Crecimiento aeróbico en medio mínimo con 10 g/L glucosa de las cepas 

A) CH1 alsS-; B) CH1 alsS- xil*; C) 168Trp+/P43; D) 168Trp+/glcP. 
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8.3.2 Crecimiento aeróbico en xilosa. 

 

Se determinó el crecimiento, consumo de azúcar y formación de productos, en cultivos de 

medio mínimo con xilosa, como única fuente de carbono. Los cultivos con xilosa se realizaron 

únicamente con las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP, las cuales fueron capaces de 

introducir xilosa; como consecuencia de una mutación o por la presencia de un transportador, 

y de esta forma metabolizarla. 

En lo que respecta a las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/P43 fueron incapaces de crecer en xilosa, 

ello debido a que carecen de un transportador específico que les permita introducirla. 

 

 En la figura 13 se observa la cinética de crecimiento, consumo de xilosa y formación de 

productos de las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP. 
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        B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Crecimiento aeróbico en medio mínimo con xilosa en las cepas A) CH1 alsS- xil* y B) 

168Trp+/glcP. 
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Tanto la cepa CH1 alsS- xil* como la 168Trp+/glcP consumieron toda la xilosa adicionada al 

medio (aproximadamente 10 g/L) y la biomasa alcanzada en ambas fue similar, cerca de 2.14 

g/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Velocidad específica de crecimiento (aeróbico en xilosa de las cepas CH1 alsS- xil* y 

168Trp+/glcP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Velocidad específica de consumo de xilosa (qxil) en cultivos en medio mínimo con 

xilosa de las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP. 

 

En figura 14 se observa que las cepas CH1 alsS- xil* y cepa 168Trp+/glcP alcanzaron una 

velocidad específica de crecimiento () similar, la cual es aproximadamente, de 0.25 h-1, así 

mismo una velocidad específica de consumo de xilosa de aproximadamente 0.7 gxil/gDCW h. 
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(Figura 15). Para ambas cepas, CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP se observó que la velocidad de 

consumo de xilosa disminuye un 42% en relación con la velocidad de consumo de glucosa de 

dichas cepas. 

 

En los cultivos de medio mínimo con xilosa se detectaron pequeñas cantidades de acetoína 

como único producto al final del cultivo (como se observa en la figura 13), por lo que no se 

obtuvieron los parámetros correspondientes. 

 

8.3.3 Crecimiento aeróbico en mezcla glucosa-xilosa. 

 

Se llevaron a cabo cultivos en medio mínimo con mezcla glucosa-xilosa (glc-xil), con el 

objetivo de realizar una comparación entre el comportamiento de las cepas CH1 alsS- xil* y 

168 Trp+/glcP. 

 

Las evaluaciones se realizaron con una concentración inicial de 10 g/L de azúcares totales (5 

g/L de glucosa y 5 g/L de xilosa). En la figura 16 se presenta el crecimiento, consumo de 

azúcar y formación de producto de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43, 

168Trp+/glcP. 

 

En los cultivos en medio mínimo con mezcla glc-xil las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS-xil*, 

168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP llegaron a utilizar la xilosa experimentando un crecimiento 

diáuxico, debido a que, primero consumieron la glucosa y posteriormente la xilosa (Figura 

16). En todos los casos la glucosa se agotó a las 8 horas. La xilosa se agotó a las 16 h en la 

cepa CH1 alsS-xil*, mientras que su cepa progenitora presentó un consumo aparente de xilosa 

pero no pudo consumir la xilosa adicionada en 20 h de cultivo. Así mismo, en las cepas 

168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP se apreció una fase de muerte celular (lisis celular) ligera, 

después de agotarse la glucosa, seguida de una fase de adaptación en la cual las cepas 

comenzaron a utilizar la xilosa. Al parecer, en menor grado, este efecto también se presentó 

con CH1 alsS- y ocasiono que hubiese un consumo aparente de xilosa. 
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Figura 16. Cinéticas de crecimiento aeróbico, consumo de azúcar y formación de producto en 

medio mínimo con mezcla glucosa-xilosa de las cepas: A) CH1 alsS-; B) CH1 alsS- xil*; C) 

168Trp+/P43; D) 168Trp+/glcP. 
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La cepa CH1 alsS-xil* presentó un consumo total de la xilosa (3.5 g/L) a las 16 horas del 

cultivo, mientras que las cepas CH1 alsS-, 168Trp+/glcP y 168Trp+/P43 no consumieron toda 

la xilosa aún hasta las 20 horas. Es más el comportamiento entre 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP 

indican que GlcP no tiene un efecto de consumo de xilosa cuando el experimento se hace con 

la mezcla de azúcares. Algo interesante de este experimente es que la cepa 168Trp+/glcP no es 

capaz de utilizar la xilosa como fuente de carbono una vez agotada la glucosa en cultivos 

mezcla glc-xil, pareciendo que el represor XylR permaneciera, como en una memoria sobre 

cre impidiendo la transcripción de xylAB, ya que esta misma cepa si es capaz de utilizar la 

xilosa en cultivos en xilosa. 

 

Tabla 6. Resumen de la biomasa, y rendimientos biomasa/sustrato y producto/sustrato durante el 

consumo de glucosa (primera fase de crecimiento) y el consumo de la xilosa (segunda fase de 

crecimiento) en las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43, 168Trp+/glcP 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

aBiomasa máxima obtenida al termino de la fase de crecimiento exponencial con glucosa. 
bBiomasa máxima obtenida al termino de la fase de crecimiento exponencial con xilosa. 
cRendimiento biomasa/glucosa obtenida de la fase de crecimiento exponencial con glucosa. 
dRendimiento acético/glucosa obtenida en la fase de crecimiento con glucosa. 
eRendimiento biomasa/xilosa obtenida en la fase de crecimiento con xilosa. 
 
 

En la tabla 6 se presenta la biomasa alcanzada por las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 

168Trp+/P43, 168Trp+/glcP al termino de las fases de crecimiento con glucosa y con xilosa, en la 

cual se observa que la cepa CH1 alsS-xil* alcanzó una biomasa final, aproximadamente, 23% 

mayor con respecto a las obtenidas en las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/glcP; y 50% mayor en 

relación con la cepa 168Trp+/P43. Por otra parte, se observa que glucosa consumida es 

Cepa aXMAX 

(g/L) 

bXMAX 

(g/L) 

cYx/s 

(gDCW/gs) 

dYp/s 

(gp/gs) 

eYx/s 

(gDCW/gs) 

CH1 alsS- 1.7 2.6 0.5 0.2 0.40 

CH1 alsS- xil*, 1.5 3.3 0.5 0.2 0.30 

168Trp+/P43 1.3 1.6 0.4 0.1 0.50 

168Trp+/glcP 1.6 2.4 0.4 0.3 0.60 
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canalizada hacia la formación de biomasa y acético, mientras que aproximadamente el 45% de 

la xilosa consumida es canalizada hacia la formación de biomasa. 

 

En la figura 17 se muestran la velocidades específicas de crecimiento alcanzadas durante el 

crecimiento en glucosa como con xilosa de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43, 

168Trp+/glcP. Durante el crecimiento en glucosa todas las cepas presentaron una velocidad 

especifica de crecimiento de aproximadamente de 0.54 h-1, similar al valor obtenido cuando las 

cepas fueron cultivadas únicamente con glucosa (0.60 h-1).En el crecimiento con xilosa la 

velocidad específica de crecimiento para las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP es 

aproximadamente de 0.13 h-1, la cepa 168Trp+/P43 la cual presentó una velocidad específica 

de crecimiento en xilosa de 0.09 h-1. 

 

Durante la segunda fase de crecimiento (consumo de xilosa) se observó una co-utilización de 

la xilosa y el acético, producido durante el consumo de glucosa. La presencia del acético, junto 

con los compuesto generados por la lisis celular, probablemente promueve la utilización de la 

xilosa en las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/P43, las cuales carecen de un transportador para 

xilosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Velocidad específica de crecimiento, en condiciones aeróbicas en mezcla glc-xil de las 

cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP. 
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Figura 18. Velocidad específica de consumo (qs) de glucosa y  xilosa en cultivos aeróbicos en 

mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP. 

 

Como se observa en la figura 18, las cepas CH1 alsS- y CH1 alsS- xil* presentaron una 

velocidad específica de consumo de xilosa (qxil) 75% menor con respecto a su velocidad 

específica de consumo de glucosa (qglc), y las cepas 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP su qxil es un 

85% menor con respecto a la qglc. 

 

En cultivos de medio mínimo con mezcla glc-xil el único producto detectado fue el acético, 

que fue producido durante la fase de crecimiento con glucosa (primera fase de crecimiento) y 

posteriormente consumido junto con la xilosa durante la segunda fase de crecimiento. 

 

8.4 Evaluación del crecimiento de B. subtilis en condiciones anaeróbicas. 

 

La caracterización anaeróbica de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 

168Trp+/glcP, se realizó en el sistema de mini-fermentadores no aereados (fleakers), bajo las 

condiciones previamente descritas en métodos y materiales (sección 7.7.3). 

 

Al igual que en el crecimiento aeróbico, se utilizaron la glucosa, xilosa y mezcla glucosa-

xilosa como fuentes de carbono, evaluando el crecimiento, consumo de azúcar y formación de 

productos de las cepas.  
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8.4.1 Crecimiento anaeróbico en glucosa. 

 

Se utilizó la glucosa como primera fuente de carbono, con la finalidad de observar el 

comportamiento de las cepas, así como también poder establecer una base comparativa para la 

xilosa. La cinética de crecimiento, consumo de azúcar y formación de productos en medio 

mínimo con glucosa de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP, se 

presentan en la figura 19. 

 

En la figura 19 se observa que el consumo de glucosa se llevó a cabo tanto en la fase 

exponencial como en la estacionaria. En las cepas CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP 

el 52% de la glucosa total es consumida en la fase estacionaria, mientras que la cepa CH1 alsS- 

la glucosa es consumida en proporciones similares en ambas fases (fase exponencial 47% y 

estacionaria 45%). Así mismo, se observa que las cepas CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 

168Trp+/glcP presentan dos fases de crecimiento, mientras la cepa CH1 alsS- presenta sólo una 

fase. 
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Figura 19. Crecimiento anaeróbico en medio mínimo con glucosa de las cepas: A) CH1 alsS-; B) 

CH1 alsS- xil*; C) 168Trp+/P43; D) 168Trp+/glcP. 
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Durante el crecimiento exponencial las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/P43 alcanzaron una 

biomasa de de 0.15 g/L aproximadamente, mientras que las cepas CH1 alsS- xil* y 

168Trp+/glcP su biomasa (0.23 g/L) fue 27 % mayor en relación con sus parentales. 

 

En la figura 20 se muestra la velocidad específica de crecimiento () de todas las cepas, en la 

cual se observa que las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP presentaron una velocidad 

específica de crecimiento (0.057 y 0.065 h-1, respectivamente) 25% mayor con respecto sus 

parentales (0.048 h-1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Velocidad específica de crecimiento, en cultivos anaeróbicos en medio mínimo con 

glucosa de las cepas CH1 alsS-; CH1 alsS- xil*; 168Trp+/P43; D) 168Trp+/glcP. 

 

En la figura 21 se muestra la velocidad de específica de consumo de glucosa (qglc) donde se 

observa que la cepa CH1 alsS- xil* posee una qglc 0.9 ± 0.040 gs/gDCW.h que representa un 20% 

menor con respecto a la obtenida en la cepa CH1 alsS- (1.1 ± 0.064 gs/gDCW.h), mientras las 

cepas 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP presentan una qglc  1.3 ± .342 y 1.0 ± 0.064 gs/gDCWh, 

respectivamente. 
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Figura 21. Velocidad específica de consumo de glucosa durante la fase exponencial en 

anaerobiosis con glucosa de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43, 168Trp+/glcP 

 

Los productos obtenidos al final de la fermentación en medio mínimo con glucosa fueron 

principalmente lactato y pequeñas cantidades de acetato y succinato, para las cepas CH1 alsS-, 

CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP, excepto la cepa 168Trp+/P43 la cual solamente se detectó 

lactato.  

 

La producción de lactato se presenta durante la fase de crecimiento y la fase estacionaria, lo 

que significa que la producción de lactato es constitutiva. La velocidad específica de 

producción de lactato (qlactato) es mayor entre un 45 y 65% durante la fase exponencial 

comparándola con la estacionaria (Figura 22). 
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Figura 22. Comparación de velocidad específica de producción de lactato (qlactato), en la fase 

exponencial (a) y en la fase estacionaria (b), en cultivos anaeróbicos en medio mínimo con 

glucosa de las cepas  CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43,  168Trp+/glcP.  

 

En la figura 22 se muestran las gráficas de la velocidad específica de producción de lactato 

(qlactato) en las fases de crecimiento y estacionaria. Como se observa, durante la fase 

exponencial las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/glcP presentaron una qlactato 30% mayor (1.18 y 0.96 

gp/gDCW
.h, respectivamente) con respecto a las obtenidas en las cepas CH1 alsS-xil* (0.92 

gp/gDCW
.h) y 168Trp+/P43 (0.65 gp/gDCW

.h). En la fase estacionaria las qlactato fueron similares entre 

las cepas parentales y sus derivadas (0.53, 0.55 y 0.69, 0.65 gp/gDCW
.h).  

 

Como se mencionó anteriormente también se produjo acetato y succinato pero las cantidades 

fueron mínimas, por lo que no se obtuvieron los parámetros correspondientes. 
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Tabla 7. Rendimiento biomasa-sustrato (Ybiomasa/sustrato) y  producto- sustrato (YLactato/Glucosa), del 

crecimiento anaeróbico en glucosa de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*,  168Trp+/P43 y 

168Trp+/glcP 

 

 

 

 

 

 

 

Como se observa en la tabla 7, las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*  y 168Trp+/glcP canalizaron la 

glucosa consumida hacia la formación de lactato, mientras que la cepa 168Trp+/P43 se observa 

que solo la mitad de la glucosa consumida fue canalizada hacia lactato, a pesar de que no se 

reportó otro producto.  

 

8.4.2 Crecimiento anaeróbico en xilosa 

 

Se llevaron a cabo cultivos anaeróbicos en medio mínimo con xilosa, con la finalidad de 

observar si B. subtilis es capaz de fermentar la xilosa y los productos que de ella se derivan. 

 

Los cultivos anaeróbico en xilosa se realizaron con CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP cuyas 

gráficas de crecimiento, consumo de azúcar y formación de productos se presenta en la figura 

23.  

 

 

 

 

Cepa Y X/S 

(gDWC/gs) 

YP/S 

(gp/gs) 

CH1 alsS- 0.043 1.04 

CH1 alsS-- xil* 0.063 1.02 

168Trp+/P43 0.039 0.51 

168Trp+/glcP 0.064 1.03 
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A) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23 Crecimiento anaeróbico en medio mínimo con xilosa de las cepas A) CH1 alsS- xil* y 

B) 168Trp+/glcP. 

 
En la figura 23 se observa que las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP fueron capaces de 

utilizar la xilosa, aunque muy lento, bajo condiciones anaeróbicas y cuyo consumo se presenta 

tanto en la fase exponencial como la estacionaria. 

 

A las 20 h del cultivo, las cepa CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP consumieron cerca de un 50% 

de la xilosa total (8.5 g/L). Las proporciones en las cuales fue consumida la xilosa en el 

transcurso de la fermentación fueron para la cepa CH1 alsS- xil* un 44% durante la fase 

exponencial y un 34% en la estacionaria, mientras la cepa 168Trp+/glcP un 33 % se realizó en 

la fase exponencial y un 42 % en la estacionaria.  
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Como observa en las gráficas, el crecimiento de las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP fue 

similar. Las cepas alcanzaron una biomasa (XMAX) de 0.11 g/L, así mismo la velocidad 

específica de crecimiento () es alrededor de 0.036 h-1 (figura 24) y la velocidad específica de 

consumo de xilosa (qxil) es de 0.5 gs/gDCW
.h (figura 25).  
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Figura 24. Velocidad específica de crecimiento () en cultivos anaeróbicos en medio mínimo en 

xilosa, de las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP. 

 

 

 

s 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Velocidad específica de consumo de xilosa (qxil) en cultivos anaeróbicos en medio 

mínimo de las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP 

 

Comparando los resultado obtenidos en cultivos en medio mínimo con xilosa con los 

observados en el mismo medio pero con glucosa para las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP, 

observamos que la velocidad específica de crecimiento en xilosa disminuye aproximadamente 
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un 50% en relación con la obtenida en glucosa. En cuanto a la velocidad específica de 

consumo de xilosa, ésta disminuye entre un 40 y 50%, respectivamente, comparándola con la 

correspondiente en glucosa. Cabe aclarar que se obtuvieron cepas capaces de utilizar la xilosa, 

aunque lento, como única fuente de carbono bajo condiciones anaeróbicas, lo cual no ha sido 

reportado en la literatura.  

 

En cultivos anaeróbicos en medio mínimo con xilosa los productos encontrados por el HPLC 

fueron principalmente lactato y en pequeñísimas cantidades acetato y succinato. La 

producción de lactato se presento desde la fase exponencial. En la figura 26 se muestra las 

gráficas de velocidad específica de producción de lactato para ambas fases.  
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Figura 26. Comparación de velocidad específica de producción de lactato (qlactato), en la fase 

exponencial (a) y en la fase estacionaria (b), de las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP. 
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Como se observa en la fase exponencial la velocidad específica de producción de lactato 

(qlactato) de la cepa CH1 alsS-xi* (0.31 gP/gDCW
.h) fue 9% menor en relación con la cepa 

168Trp+/glcP (0.34 gP/gDCW
.h), en tanto que, en la fase estacionaria la qlactato de ambas cepas 

fue similar, aproximadamente 0.21 gP/gDCW
.h.  

 

Al analizar los rendimientos biomasa/sustrato (YX/S) y producto/ sustrato (YP/S) se observa que 

el 66% de la xilosa consumida (3.9 g/L) fue canalizada hacia la formación de lactato, cuya 

producción final fue 2.6 g/L para CH1 alsS-xil* y 2.7 g/L para la 168Trp+/glcP. 

 

8.4.3 Crecimiento anaeróbico en mezcla glucosa-xilosa (glc-xil) 

 

Se realizaron cultivos anaeróbicos en medio mínimo con mezcla glc-xil en las cepas CH1 alsS-

, CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43, 168Trp+/glcP. En la figura 27 se presenta el crecimiento, 

consumo de azúcares y formación de productos de la cepa mencionadas. 
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Figura 27. Crecimiento anaeróbico en medio mínimo con mezcla glc-xil de las cepas A) CH1 alsS-

; B)CH1 alsS-xil*; C) 168Trp+/P43; D) 168Trp+/glcP. 
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Las cepas CH1 alsS- y CH1 alsS-xil* presentan un crecimiento diáuxico aparente, en el cual se 

advierte una etapa de lisis celular al agotarse la glucosa para posteriormente crecer, 

probablemente utilizando los componentes de los productos de la lisis celular, y en el caso de 

CH1 alsS-xil* se observó un ligero consumo de xilosa, el cuál no es muy claro, ya que no se 

refleja en la producción de lactato. En las cepas 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP no se observa un 

crecimiento diáuxico ya que una vez agotada la glucosa, las cepas experimentan una lisis 

celular, la cual es seguida de una fase estacionaria, en la que no hay consumo de xilosa. En 

todos los casos las cepas consumieron toda la glucosa en un intervalo de tiempo de 24 a 30 h. 

 

Durante la fase de crecimiento con glucosa, la cepa CH1 alsS-xil* presentó un incremento del 

50% en su biomasa con respecto a la cepa CH1 alsS-, en tanto que la cepa 168Trp+/glcP 

incrementó un 31% su biomasa en relación con la 168Trp+/P43.  

 

Como podemos observar los cultivos anaeróbicos en medio mínimo con mezcla glc-xil de las 

cepas 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP presentan crecimiento únicamente al utilizar la glucosa, 

una vez agotada la glucosa experimentan un lisis celular precedida de una fase estacionaria. 

Durante la fase de lisis celular, la cual duró aproximadamente 18.5hrs, la biomasa disminuyó 

un 55.6% para la cepa 168Trp+/P43 y un 17% para la 168Trp+/glcP en relación con la 

alcanzada en la primera fase de crecimiento, posteriormente entraron en una fase estacionaria. 

Al final de la fermentación las cepas mantuvieron una biomasa de 0.087 g/L para la cepa 

169Trp+/P43 y 0.241 g/L para la cepa 168Trp+/glcP. 
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Figura 28. Velocidad específica de crecimiento en cultivos anaeróbicos en medio mínimo con 

mezcla glc-xil de las cepas A) CH1 alsS-; B) CH1 alsS-xil*; C) 168Trp+/P43; D) 168Trp+/glcP. 

 

En la figura 28 se presenta la velocidad específica de crecimiento (de las cepas CH1 alsS-, 

CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP, durante el crecimiento en glucosa y en xilosa. Se 

observa que las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP presentaron un incremento del 20% en su 

glc, en relación a las cepas CH1 alsS- y 168Trp+/P43, lo cual concuerda con los resultados 

obtenidos cuando las cepas fueron cultivas en anaerobiosis usando glucosa como única fuente 

de carbono. El crecimiento observado en las cepa CH1 alsS- y CH1 alsS-xil* durante la 

segunda fase de crecimiento, se debe probablemente a los componentes liberados al medio 

durante la fase de lisis que sufrió la cepa, más que por la utilización de xilosa. 

 

Las cepas 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP no fueron capaces de utilizar la xilosa en mezcla glc-

xil bajo condiciones anaeróbicas.  

 

Las velocidades específicas de consumo de azúcar (qs) de los cultivos medio mínimo en 

mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP se 

presentan en la figura 29. 
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Figura 29. Velocidad específica de consumo de glucosa (qglc) en cultivos anaeróbicos en medio 

mínimo con mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP. 

 

Podemos observar que la qglc de la cepa 168Trp+/glcP (1.00 gglc/gDCW 
.h) aumentó alrededor de 

un 20% respecto a 168Trp+/P43 (0.7 gglc/gDCW 
.h), mientras que la qglc de las cepas CH1 alsS- y 

CH1 alsS-xil* fueron similares (1.02 ±0.34 y 0.9 ± 0.029 gglc/gDCW 
.h respectivamente). Las 

cepas con fondo genético CH1 presentaron una velocidad específica de consumo aparente de 

xilosa (qxil) de 0.1 y 0.4 gxil/ gDCW
.h respectivamente. 

 

Al final de los cultivos anaeróbicos en medio mínimo en mezcla glc-xil, los productos 

obtenidos fueron principalmente lactato y en pequeñísimas cantidades acetato y succinato. La 

producción de lactato se presentó durante la fase de crecimiento con glucosa para todas las 

cepas. 

 

En todas las cepas el 100% del lactato obtenido se produjo en la fase del crecimiento 

exponencial con glucosa, mientras que en la fase del crecimiento exponencial con xilosa se 

reporta la obtención de pequeñísimas cantidades de acetato y succinato (No reportadas, debido 

a que era muy poco). 
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Figura 30.  Velocidad específica de producción de lactato (qlactato), en la fase exponencial en 

cultivos anaeróbicos en medio mínimo con mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS- xil*, 

168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP.  

 

En la figura 30 se presenta la velocidad específica de producción de lactato (qlactato) de las 

cepas CH1 alsS-, CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP durante la fase de crecimiento 

exponencial correspondiente a los cultivos en medio mínimo con mezcla glc-xil. Como se 

observa las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP poseen una qlactato similar (0.98 ± 0.034 y 1.03 

± 0.019 glactato/gDCWh) durante la fase exponencial en el crecimiento con glucosa; mientras que 

la cepa CH1 alsS- presenta una qlactato de 0.06 glactato/gDCWh durante la fase exponencial y una 

qlactato de 0.31 glactato/gDCWh durante la fase estacionaria. La cepa 168Trp+/P43 presenta un qlactato  

67% menor durante la fase estacionaria en relación con la obtenida en la fase exponencial. 
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9.-DISCUSIÓN 

 

Una de las metas de la biotecnología y específicamente la ingeniería metabólica es ampliar el 

rango de sustratos que utiliza determinada cepa de un organismo, a fin de aprovechar al 

máximo los sustratos presentes en la biomasa vegetal. Partiendo de lo anterior, este trabajo 

tuvo el objetivo de obtener y construir cepas derivada de B. subtilis capaces de utilizar xilosa, 

debido a que B. subtilis posee las enzimas necesarias para catabolizar la xilosa, pero carece de 

un transportador para introducirla. De esta manera se puede aprovechar por B. subtilis los dos 

azúcares más abundantes en la naturaleza: glucosa y xilosa. 

 

Para lograr lo anterior se abordaron las siguientes alternativas: 

 

 Obtener una mutante espontánea xil+ siguiendo el método descrito por Schmiedel y 

Hillen (1994). 

 

 Introducir un transportador específico simporte dependiente de H+ que permita la 

entrada de xilosa. 

 

Primero, se obtuvo una mutante espontánea xil+ derivada de la cepa CH1 alsS- la cual se 

denominó CH1 alsS-xil*. 

 

La permeasa de glucosa (GlcP) de B. subtilis permite la entrada de aldohexosas de la 

configuración gluco (mano), sin reconocimiento del grupo hidroxil en la posición 2, y 

considerando que la xilosa es una aldopentosa, se decidió evaluar el potencial de (glcP) para 

introducir en B. subtilis xilosa. La cepa 168Trp+ fue transformada con el plásmido 

pE18P43glcP, el cual contenía la permeasa de glucosa (glcP), obteniendo la cepa 

168Trp+/glcP, que según pudimos comprobar, fue capaz de crecer en xilosa como única 

fuente carbono. 
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Una vez obtenidas las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP se llevaron a cabo cultivos 

aeróbicos y anaeróbicos en medio mínimo con el fin de recabar información acerca de los 

aspectos metabólicos, de crecimiento y formación de productos en la utilización de xilosa. 

 

Crecimiento aeróbico  

 

En busca de un mejor entendimiento de los aspectos bioenergéticos y su impacto en la 

formación de producto se realizaron cultivos aeróbicos en medio mínimo con glucosa, xilosa y 

mezcla glucosa-xilosa para las cepas CH1 alsS-, CH1 alsS-xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP. 

Las cuales presentan una velocidad específica de crecimiento similar y que demuestra que el 

metabolismo de la glucosa en las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP no se modificó. 

 

Respecto al crecimiento aeróbico con xilosa, las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP fueron 

capaces de crecer utilizando la xilosa como única fuente de carbono. Esto demuestra que GlcP 

es funcional con el vector evaluado y que permite transportar xilosa, activando el operón 

xylAB y permitiendo el metabolismo de la xilosa. 

 

Comparando los resultados de glucosa y xilosa de las misma cepas vemos que la velocidad 

específica de crecimiento ( disminuye un 60% para la mutante y un 40% para la 

transformada. Así mismo, la biomasa alcanzada en xilosa es 40% menor comparándola con la 

glucosa; y en general todos los parámetros disminuyen en presencia de xilosa, probablemente, 

como consecuencia de una limitación en la capacidad de transporte de xilosa o bien por la 

insuficiente inducción del XylA y XylB para fosforilar e isomerizar a la xilosa. Para ver si se 

debe a una limitación en la capacidad de transporte de xilosa se podría medir la xilosa 

introducida por medio de xilosa marcada radiactivamente. 

 

En cultivos con mezclas de carbohidratos, las bacterias frecuentemente consumen primero el 

carbohidrato que aporta mayor cantidad de energía. El consumo de los otros carbohidratos 

ocurre después del agotamiento del carbohidrato preferido, presentando varias fases de 

crecimiento exponencial, las cuales están separadas por fases de adaptación. A éste fenómeno 



 - 70 - 

se le denomina crecimiento diáuxico, y depende de la represión que ejercen uno azúcares 

sobre el consumo de otros (Dauner, et al, 2002). 

 

Durante el crecimiento diáuxico el consumo de cada uno de los carbohidratos está 

generalmente sujeto a represión catabólica por glucosa. Es decir la glucosa es metabolizada 

primeramente y una vez que se ha agotado la misma, los otros azúcares son metabolizados. De 

tal forma que, en cultivos de mezclas de azúcares, los azúcares no pueden ser metabolizadas 

simultáneamente de manera rápida y eficiente (Hernández-Montalvo et al., 2001). 

 

La represión catabólica es un mecanismo de regulación por medio del cual la célula coordina 

el metabolismo de las fuentes de carbono y energía, para maximizar su eficiencia y regular 

otros procesos metabólicos. En B. subtilis, como en la mayoría de las bacterias, la represión 

catabólica por glucosa depende de un sistema global que regula fuertemente la expresión de 

genes y operones involucrados en el metabolismo de otros carbohidratos (Chambliss, 1993).  

 

Los cultivos aeróbicos realizados en medio mínimo con mezcla glc-xil de las cepas CH1 alsS-, 

CH1 alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP muestran un crecimiento diáuxico, el cual indica 

que el metabolismo de xilosa está fuertemente reprimido por la glucosa presente en el medio 

de cultivo. 

 

A pesar de que las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP presentan, ya sea una mutación o una 

permeasa de glucosa que les permiten la entrada de xilosa, son incapaces de utilizarla debido a 

la represión catabólica por glucosa a la cual está sometido el operón. Dicha represión 

catabólica (CCR) depende de la presencia del elemento ADN cis-actuando (CcpA) y el 

elemento de respuesta catabólica (cre) localizado dentro del marco de lectura abierta de xylA 

(Gärther, 1988; Rygus y Hillen, 1992). Por lo que es necesario eliminar la represión ejercida 

por la glucosa con la finalidad de que pueda haber una co-utilización de la glucosa y xilosa. 

 

Durante el crecimiento aeróbico en mezcla glucosa-xilosa, se observa que las cepas CH1 alsS- 

y 168Trp+/P43 fueron capaces de utilizar la xilosa, debido, probablemente a la co-utilización 

y/o presencia de acético. 
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Tanto en el crecimiento aeróbico en medio mínimo con glucosa como con mezcla glc –xil, el 

acético fue detectado como principal producto. La formación de acético, en los cultivos con 

mezclas glc-xil se presentó en la primera fase de crecimiento, como consecuencia del 

metabolismo de glucosa.  

 

En B. subtilis la formación de acético a partir de acetil-CoA es catalizada en una reacción de 

dos pasos por la fosfotransacetilasa (Pta) y acetato cinasa (Ack), con la concomitante 

producción de ATP (una molécula de ATP por una molécula de acetato) (Cruz- Ramos et al., 

2000; Hederstedt 1993; Sonenshein 2002) 

 

En el caso de los cultivos en medio mínimo en mezcla glc-xil, el acético producido durante la 

fase de crecimiento es co-metabolizado junto con la xilosa durante la segunda fase de 

crecimiento. El acético es metabolizado a través de la vía de acetil-CoA sintetasa (AcsA), 

debido a que B. subtilis carece del ciclo de glioxilato; sirviendo potencialmente como fuente 

de energía para el catabolismo en el ciclo de los ATC (Dauner et al, 2002). 

 

Crecimiento anaeróbico 

 

En el crecimiento anaeróbico en medio mínimo con glucosa, se observó que las cepas 

alcanzan velocidades específica de crecimiento, aproximadamente, un 90% menor en relación 

con la obtenida bajo condiciones aeróbicas. Dentro de la literatura encontramos que B. subtilis 

posee una ruta de fermentación muy deficiente, por lo que es necesario adicionar 

intermediarios metabólicos (piruvato) o nutrimentos adicionales como vitaminas y/o 

aminoácidos al medio, junto con la fuente de carbono (Nakano et al., 1997; Cruz-Ramos et al., 

2000). Una de las razones que se propone para explicar este fenómenos es que B. subtilis 

requiere de piruvato ya que la cantidad de piruvato acumulado por la glicólisis no es suficiente 

para inducir la expresión de los genes involucrados en el metabolismo del mismo. En el caso 

de los aminoácidos pueden estimular la fermentación, debido a que algunos aminoácidos 

generan piruvato (Nakano et al., 1997). 
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Al comparar las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP con la CH1 alsS- y 168Trp+/P43, las 

primeras mejoraron un 25% su Glc, lo cual indicó que tanto el transportador GlcP, como la 

mutación, mejoran el consumo de glucosa. Por otra parte, el transportador GlcP puede 

considerarse como una alternativa viable en cepas productoras de etanol o lactato, ya que 

permite un ligero incremento en el consumo de glucosa. 

 

En los cultivos anaeróbicos en medio mínimo con xilosa las cepas CH1 alsS- xil* y 

168Trp+/glcP fueron capaces de utilizar lentamente la xilosa como única fuente de carbono 

bajo, presentando una velocidad específica de crecimiento de 0.036 h-1 la cual fue un 88% 

menor con respecto a la obtenida en los cultivos aeróbicos con xilosa. No obstante los 

resultados indicaron que el transportador GlcP es suficiente para que B. subtilis sea capaz de 

introducir y metabolizar la xilosa a intermediarios de la vía de la pentosas, tanto en 

condiciones aeróbicas como anaeróbicas.  

 

Al analizar los resultados obtenidos entre las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP se observó 

que presentan un comportamiento muy similar, lo que nos lleva a pensar que tal vez, la 

mutación ocasionada en la cepa CH1 alsS-xil* implica al transportador GlcP, aunque para 

comprobar esta hipótesis se podría realizar un estudio de microarreglos, para ver la expresión 

de GlcP. 

 

Al comparar los datos obtenidos en los cultivos anaeróbicos con xilosa de las cepas CH1 alsS- 

xil* y 168Trp+/glcP con los correspondientes con glucosa, se observa una disminución del 

50% en todos los parámetros (, X qs), probablemente, como consecuencia de la limitada 

producción de ATP, debido a que, en la fermentación de la xilosa los requerimientos 

energéticos para su transporte y fosforilación son mayores en comparación con la glucosa. 

(Hernández – Bustos, 2003). 

 

La glucosa es transportada y posteriormente fosforilada por el sistema de la fosfotransferasa 

(PTS), la cual sólo utiliza un fosfato, mientras que la xilosa es transportada por un sistema 

simporte –H+ y fosforilada por una cinasa intracelular dependiente de ATP. Es así como la de 

glucosa requiere un ATP mientras que para la xilosa se requieren 2 ATP, por el cual el 
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rendimiento neto de la conversión de glucosa a piruvato es de 2 ATP, mientras que para la 

xilosa es de 0.67 ATP (Tao et al, 2001 en Hernández-Bustos, 2003). En la figura 31 se 

muestra la comparación del balance energético de E. coli durante la utilización glucosa vs. 

xilosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Balance de ATP y NADH en el metabolismo de azúcares en Escherichia coli. 

(Tao et al. (2001) en Hernández –Bustos, 2003) 

Consumo o producción de ATP 
Consumo o producción de NADH 
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En la literatura se reporta que B. subtilis experimenta una lisis celular una vez que se agota la 

fuente de carbono o nitrógeno o se enfrenta a una limitante de nutrientes (Jolliffe et al, 1980). 

Varios grupos de investigación han demostrado que la síntesis de proteasas extracelulares B. 

subtilis está directamente relacionada en el control de la autolisis mediante modulación de la 

actividad de las enzimas autolíticas La actividad autolítica esta relacionada con la renovación 

de los componentes (peptidoglicanos) de la pared celular durante el crecimiento (Jolliffe et al, 

1980). Esto podría indicar por qué tanto en los cultivos aeróbicos como anaeróbicos en medio 

mínimo con mezcla glc-xil se observa un crecimiento diaúxico después de agotarse la glucosa 

la primera fase de crecimiento, las cepas experimentan una muerte celular, la cual dura entre 

2-4 h para los cultivos aeróbicos y 24 h para los cultivos anaeróbicos, después de éste tiempo 

las cepas comienzan una segunda fase aparente de crecimiento.  

 

Como se mencionó anteriormente después de la fase de lisis celular se observa una segunda 

fase de crecimiento. En ambas condiciones de crecimiento (aeróbicas y anaeróbicas) la 

segunda fase no se debe a un proceso de germinación-esporulación durante la fase de muerte 

celular debido a que: 

 

1.- El proceso de esporulación se lleva en ocho estadios en un periodo aproximado de 8 h (en 

medio rico) y se inicia durante la fase crecimiento estacionario (Martínez, 1997 en Hernández-

Bustos, 2003). En el caso de los cultivos evaluados se observó que ninguna cepa presenta una 

fase estacionaria; las cepas CH1 alsS- y CH1 alsS- xil* en condiciones aeróbicas presentan una 

fase de adaptación la cual es antecedida por la muerte celular. 

 

2.- En condiciones anaeróbicas, en donde el proceso de muerte y adaptación tienen una mayor 

duración, el proceso de esporulación no puede darse, debido a que, B. subtilis pierde la 

capacidad de esporular bajo estas condiciones (Espinosa-Monteros et al, 2001; Hoffman et al, 

1995).  

 

Después de la fase de muerte celular, el medio de cultivo se ve enriquecido por la presencia de 

los componente provenientes de la lisis del material celular (Hernández-Bustos, 2003). Al 

parecer las cepas 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP utilizan estos componentes sólo para el 
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mantenimiento del metabolismo, ya que no se observa ni crecimiento ni formación de 

producto durante la segunda fase de crecimiento. 

 

Al analizar el crecimiento anaeróbico en mezcla glc-xil de la cepa 168Trp+/glcP, se observó 

que no presenta una segunda fase de crecimiento, no obstante, se aprecia un ligero consumo de 

xilosa cuando la cepa entra en fase estacionaria, el cual probablemente utiliza para el 

mantenimiento del metabolismo. 

 

Como se menciona en los antecedentes B. subtilis utiliza la piruvato deshidrogenada (PDH) 

para el crecimiento fermentativo, durante el cual el NADH es reoxidado por la conversión de 

piruvato a lactato por la L-lactato deshidrogenada (lctE); acetoína y 2,3-butanodiol por α-

acetolactato sintasa (alsS), α-acetolactato descarboxilasa (alsD), y acetoina reductasa; y etanol 

por aldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenada. De tal forma que el balance redox es 

mantenido por la producción de lactato y butanediol (Nakano y Zuber, 1998; Nakano y Zuber, 

2002). Al término de todas las fermentaciones anaeróbicas se obtuvo lactato como principal 

producto.  

 

Finalmente al realizar el balance de carbono en los cultivos anaeróbicos se observó lo 

siguiente: 

 

a) Tanto en los cultivos anaeróbicos en medio mínimo en glucosa como con mezcla glc-

xil las cepas CH1 alsS- CH1 alsS- xil* y 168trp+/glcP dirigieron el 98% de la glucosa 

consumida a la producción de lactato, el 2% se canaliza hacia el crecimiento y 

formación de acetato y succinato. Mientras que la cepa 168Trp+/P43 sólo invirtió el 

76% de la glucosa consumida a la producción de lactato. 

 

b) Los cultivos anaeróbicos en xilosa tanto la cepa CH1 alsS- xil* como la 168Trp+/glcP 

canalizaron el 66% de xilosa consumida hacia lactato. 
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10. CONCLUSIONES 

 

Se obtuvieron dos cepas B. subtilis capaces de utilizar xilosa como única fuente de carbono, 

bajo condiciones aeróbicas como anaeróbicas. La cepa CH1 alsS- xil* mutante espontánea xil+ 

derivada de CH1 alsS- y la cepa 168Trp+/glcP la cual contiene la permeasa de glucosa GlcP, 

un transportador simporte-H+. 

 

En condiciones aeróbicas la cepa 168Trp+/glcP creció mejor en relación con la cepa 

168Trp+/P43. No obstante, las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP no presentaron cambios en 

el metabolismo de la glucosa en relación con las cepas CH1 alsS- y168Trp+/P43. El flujo de 

carbono se dirige principalmente hacia la formación de biomasa y acético.  

 

En los cultivos anaeróbicos con glucosa las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP, mejoraron 

un 27% su velocidad específica de crecimiento con respecto a sus parentales. 

 

El crecimiento aeróbico en medio mínimo en xilosa de las cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP 

mostró que tanto el transportador GlcP como la mutación son capaces de transportar la xilosa, 

permitiendo la activación del operón xylAB y así ser metabolizada produciendo intermediarios 

de la vía de las pentosas. 

  

Probablemente, debido a un mayor requerimiento energético en el transporte y fosforilación de 

xilosa, las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP obtuvieron velocidades específicas de 

crecimiento aproximadamente un 60% y 45% menores en relación con la obtenidas en glucosa 

bajo condiciones anaeróbicas, mientras que para aerobiosis esta disminución se debe, 

probablemente, por una incapacidad de XylA y XylB para fosforilar e isomerizar la xilosa o 

bien por la capacidad de la vía de las pentosas. 

 

El crecimiento diaúxico presentado en los cultivos aeróbicos para las cepas CH1 alsS-, CH1 

alsS- xil*, 168Trp+/P43 y 168Trp+/glcP mostró que la glucosa reprime catabólicamente la 

utilización de la xilosa. Esto debe ocurrir mediante la represión del operón xylAB.  
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El crecimiento de las cepas CH1 alsS -y 168Trp+/P43 durante la segunda fase de crecimiento 

en los cultivos aeróbicos en mezclas, se debe probablemente a la presencia del acético en el 

medio, y el cual es co-metabolizado con la xilosa. 

 

Se obtuvo lactato como producto principal en todos los cultivos anaeróbicos; mientras que en 

los cultivos aeróbicos el producto obtenido fue el acético. La obtención de productos nos 

indica que las cepas CH1 alsS- xil* y 168Trp+/glcP maximizan la utilización de la xilosa y la 

convierten en productos útiles para el ser humano. 

 

Los resultados obtenidos en los cultivos aeróbicos y anaeróbicos en xilosa, mostraron que el 

transportador GlcP permite el transporte xilosa lo cual es congruente, debido a que la xilosa es 

una aldopentosa y la única diferencia con los azúcares reportados es que es una pentosa. De tal 

forma se concluyó que el GlcP, además de permitir la entrada de glucosa, manosa, 2-

Deoxiglucosa y metil - glucosidos, también permite la entrada de xilosa, lo cual demuestra 

que GlcP presenta una amplia utilización de azúcares. 

 

Finalmente el transportador GlcP ofrece una ventaja energética a la cepa, debido a que es 

independiente de ATP. 
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11. PERSPECTIVAS  

 

Con el fin de mejorar la utilización de xilosa de cepas CH1 alsS-xil* y 168Trp+/glcP se 

propone eliminar la represión catabólica por glucosa, a través de la deleción del sitio cre 

(elemento de respuesta catabólica) localizado en la secuencia del gen estructural de xylA 

y/o el represor R (xylR) a fin de obtener una cepa de B. subtilis capaz de metabolizar 

glucosa y xilosa a la par. En estudios realizados por Schmiedel y Hillen (1996) sobre la 

contribución de XylR, CcpA y cre en el crecimiento diaúxico en Bacillus megaterium, 

encontraron que la inactivación de xylR incrementa dos veces la expresión de xylA sobre 

glucosa. La deleción de cre presenta un efecto más marcado, reduciendo la represión 

inducida por glucosa en 13 veces en la cepa silvestre hasta 2.5 veces. Cuando xylR y cre 

son inactivadas juntas una represión residual de 2.5 veces de xylA es encontrada. Lo 

mismo puede suceder con B. subtilis. 

 

Realizar estudios con otras aldopentosa, tales como la arabinosa, ribosa y lixosa a fin de 

saber si GlcP permite su entrada. 
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13. ANEXOS 

 

13.1 Descripción del equipo de fermentación 

 

El equipo de fermentación para cultivos aeróbicos consistió de 6 fermentadores de la 

compañía Applikon, los cuales estuvieron conectados por medio de puertos seriales a dos 

computadoras. Cada sistema estuvo integrado por: 

 

a) BIOREACTOR   

 

Constituido por una jarra de fermentación, cuyo volumen nominal de 1 litro. El volumen de 

trabajo al cual puede operar es de 350 a 900 mL. El sistema de agitación estuvo integrado por 

dos turbinas Rushton de 45 mm de diámetro total con 6 paletas planas y un motor de velocidad 

variable (mod. P100; rango de velocidad: 0 a 1250 rpm), contó con 2 deflectores, dispersor de 

aire de orificio, sistema de enfriamiento mediante la recirculación de agua a través de los 

deflectores, calentamiento por medio de una mantilla térmica de 110W, sensores de pH (0-14), 

de oxígeno disuelto (rengo: 0-500% de saturación en aire) y de temperatura (rango:0-150ºC) 

 

 b) BIOCONTROLADOR ADI 1010 

 

El cual llevó acabo la medición y control de las variables del proceso: pH, temperatura, 

oxígeno disuelto, nivel de líquido o adición de antiespumante y velocidad de agitación. 

 

c) BIOCONSOLA ADI 1025 

 

La bioconsola estuvo constituida esencialmente de los actuadotes, y recibió las señales del 

biocontrolador para llevar a cabo el control de las variables del proceso. La bioconsola estuvo 

equipada con: 

 

1) Tres bombas de adición para ácido, base y control de nivel, las cuales fueron operadas de 

forma manual o automática. 
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2) Dos rotámetros, en los cuales fueron controlados de forma manual, mediante una válvula de 

aguja, el flujo de aire u oxígeno. 

 

3) Dos válvulas solenoides que controlaron la entrada de agua al sistema de enfriamiento. 

 

4) Una fuente de poder para la mantilla de calentamiento. 

 

d) Sistema de cómputo 

 

Mediante un programa de control y readquisición de datos (Software BioXpert versión 1.20x), 

cada computadora llevó a cabo el monitoreo simultáneo y de ser necesario el control remoto 

de 3 sistemas de fermentación. El Software permitió llevar a cabo: 

 

i) El control remoto de los parámetros del cultivo (pH, oxígeno disuelto, temperatura, 

nivel, control de espuma) por medio de algoritmos de control y algoritmos de tipo 

apagado/encendido (ON/OFF) 

 

ii) El monitoreo del cultivo mediante un registro de datos y gráfico del 

comportamiento de cada uno de los parámetros del cultivo. 

La adquisición de datos se llevó a cabo cada 2h. 
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Figura 32  Componentes del equipo de fermentación  

 

13.1.1 Operación del equipo de fermentación 

 

La jarra de fermentación se preparó para su esterilización de acuerdo a la figura 36 y se 

esterilizó por calor húmedo a 120ºC durante 20 min., con el medio de cultivo. Para el caso del 

medio mínimo, la jarra se esterilizó sólo con las sales de fosfato y sulfato de amonio y una vez 

estéril se adicionaron las sales restantes, las cuales fueron previamente  esterilizadas por 

filtración, así mismo la fuente de carbono (glucosa o xilosa).  

 

Una vez  estéril y a temperatura ambiente se adicionó los demás componentes y la fuente de 

carbono y se ajustó el volumen de trabajo a 500 mL con agua estéril. Se ajustó el pH, la 
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agitación y la temperatura a las condiciones de trabajo y una vez estables se calibró el sensor 

de oxígeno al 100% de saturación y se procedió a inocular. 

Figura 33. Preparación del fermentador para esterilizar 

 

13.2 Descripción del equipo de mini-fermentadores (Fleakers) 

 

El sistema de mini-fermentadores o Fleakers consta de: 

 

A) Un control de temperatura, el cual esta integrado por un baño de agua, un sensor de 

temperatura y un termo-circulador de agua. 

 

B) Un control de pH, el cual esta integrado por 6 electrodos, 6 controladores y 6 válvulas 

(solenoides) de adición. 

 

C) Un sistema de agitación o parrilla magnética para 6 magnetos (rango de 100 a 850 rpm) 
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D) 6 mini-fermentadores o fleakers con un volumen nominal de 250 mL y de trabajo de 200 

mL, cuyo sistema de agitación consiste en un agitador magnético en forma de cruz de 1 

pulgada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Componentes del equipo de mini-fermentadores o Fleakers 

 

13.2.1 Operación del equipo de mini-fermentadores 

 

Los fleakers se esterilizaron por calor húmedo a 120 ºC durante 20 min, sin el medio de 

cultivo; los fleakers fueron preparados como se indica en la figura 38. El medio y fuente de 

carbono se esterilizaron por separado.  
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Figura 35. Modo de preparar los mini-fermentadores para su esterilización. 

 

Los electrodos de pH se esterilizaron por método químico y se calibraron antes de 

esterilizarse. La calibración se realizó por métodos estándares de calibración utilizando 

amortiguadores certificados de pH 7.0 y 4.0 respectivamente. Una vez calibrados, los 

electrodos se lavaron con agua destilada y se dejaron sumergidos por al menos 12 hrs. en una 

solución de KCL 3m –Formaldehído al 1%. Antes de utilizarlos en los mini-fermentadores, se 

enjuagaron tres veces estéril y se colocaron en cada uno de los fleakers. 

 

El baño de agua se lleno con 20L de agua destilada aproximadamente y se ajusto la 

temperatura 2 h. antes de iniciar el cultivo. 

 

Una vez esterilizados los fleakers se adicionó el medio y fuente de carbono y se ajustó el 

volumen de trabajo con agua destilada estéril. Una vez inoculados se colocaron dentro del 
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baño de agua, se encendió el sistema de agitación, se colocaron los electrodos de pH, las 

mangueras de adición de base y se encendieron los controladores de pH. 

 

13.3 Cálculos 

 

13.3.1 Estimación de la velocidad específica de crecimiento 

 

 Velocidad de crecimiento específica (µ)  
La determinación de la velocidad de crecimiento (µ), se realizó a través del software GraphPad 

Prism 3.0 graficando el logaritmo de la densidad óptica (D. O. 600) de los cultivos vs Tiempo. 

La velocidad de crecimiento se obtuvo a partir de los datos correspondientes a la fase de 

crecimiento exponencial mediante el cálculo de una regresión no lineal utilizando la ecuación 

de crecimiento exponencial (X=X0expµt) por el método de mínimos cuadrados 

 Biomasa producida durante la fase exponencial (Xmax) 

13.3.2 Corrección de biomasa por factor de dilución 

La concentración de biomasa, azúcar consumida y productos obtenidos fueron corregidos en 

función al volumen de base adicionado a cada tiempo mediante un factor de dilución (FD). 

Al tiempo (t) en que se tomó la muestra, se midió el volumen de base adicionada (Vb) al 

cultivo y se suma al volumen inicial del cultivo (Vi), con estos datos se calculó el factor de 

dilución (FD) de la siguiente manera: 

 

A partir del valor de FD obtenidos para cada tiempo, los datos fueron corregidos de la 

siguiente manera: 

Biomasa = Biomasa (g/L) a tx * FD a tx 

Vi FD= 
Vi + Vb 
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Concentración de azúcar= Azúcar (g/L) a tx * FD a tx 

Producto = Producto (g/L) a tx * FD a tx 

13.3.3 Cálculos de rendimientos y velocidades de consumo de azúcares y formación de 

productos 

 

 Rendimiento producto/biomas (Yp/x), biomasa/azúcar (Yx/s) y producto/azúcar (Yp/s) 

La determinación de Yx/s y Yp/s durante la fase de crecimiento exponencial, se calculó de la 

siguiente manera: 

Yx/s= g de Biomasa Producida  

                                                                  g. de Azúcar consumida  

 

Yp/s =      g de Producto 

                  g de Azúcar consumida 

 
 

 Velocidad específica de consumo de Azúcar (qs)  y de producción de productos (qp) 

La determinación de qs y qp se realizó a través del siguiente cálculo: 

qS = 
S

XY
  

qP = YP/X* 

En el caso de la fase estacionaria, se llevó acabo de la siguiente manera: se eligió el intervalo 

de tiempo a evaluar y se calculó la concentración de biomasa promedio (XPromedio) así como el 

consumo de azúcar de qs y qp se llevó acabo de la siguiente manera: 

 

 

 

 

g de Producto 
g de Biomasa producida 

YP/X 

qs= 
Azúcar consumida 
t(h)* xPROM 
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 Productividad volumétrica (Qp) 

La determinación de Qp se realizó a través del siguiente cálculo: 

Qp=  g/l de producto producido 

t(h) total de cultivo 

 

 

qp= 
Acido producido 
t(h)* xPROM 
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