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Resumen

La Ocratoxina A (OTA) es un metabolito secundario toxico, teratogénico y
posiblemente carcinégeno producido por especies de hongos filamentosos
superiores de los géneros Aspergillus y Penicillium. Contamina alimentos de
consumo humano, como el café que se presume como la bebida mas popular del
mundo después del agua. La subsistencia de 100 millones de personas en el
mundo depende del café. Una estrategia para reducir la presencia de OTA en los
granos de café es el control biol6gico mediante el uso de bacterias acido lacticas
(BAL), pues se ha demostrado que estas bacterias ejercen un efecto inhibitorio en
los hongos productores de OTA; sin embargo, dichas bacterias requieren medios
ricos en nutrientes para poder crecer. Una consecuencia de lo anterior es que el
medio de cultivo podria resultar costoso, por lo que en el presente trabajo se
desarrollaron metodologias para disefiar un medio de cultivo de bajo costo para
la obtenciéon de biomasa de BAL y su posterior aplicacion como agente de

biocontrol de hongos productores de OTA.

En la primera etapa experimental, se hizo un analisis de los componentes del
medio MRS (De Man, Rogosa, Sharpe), especialmente de las potenciales fuentes
de nitrdgeno (N) alternas provenientes de cereales y granos. El extracto de carne
(EC) y la peptona de carne (PC) resultaron ser los componentes mas costosos
(8000 $/kg) del medio MRS y las fuentes de N alternas fueron mas econémicas
(mas de un 90 % menos del costo del EC y la PC). Posteriormente se analizé la
concentracion de N presente en el medio de cultivo MRS y en las fuentes de N
alternas para disefiar el medio de cultivo con la finalidad de que suplieran la falta

de N por la eliminacién del EC y la PC.

La seleccion de la fuente de N alterna se realizo mediante el conteo de Unidades

Formadoras de Colonias (UFC/mL) de Lactobacillus plantarum presentes en
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cultivos en medios formulados con dichas fuentes. De entre todas las fuentes de
N estudiadas el extracto de germen de malta (EGM), residuo de la industria
cervecera, resultdo ser la mejor opcién pues se obtuvieron concentraciones
celulares cercanas a las obtenidas con el medio de referencia MRS (3x10°

UFC/mL), el EGM se empled como fuente de N para los siguientes ensayos.

En una segunda etapa se seleccionaron las variables importantes para el disefio
del medio de cultivo mediante un diseio experimental del tipo Plackett-Burman
(PB). Las variables de respuesta fueron la concentracién de biomasa y su
productividad. Se realizaron cinéticas de crecimiento y los datos experimentales
de concentracion de biomasa se ajustaron al modelo Logistico. Se observaron
diferencias entre los tratamientos evaluados, con algunos se obtuvo una mejor
respuesta (concentracion de biomasa y productividad de biomasa) que con otros
tratamientos. Se demostré que el EGM es una fuente de N alterna competitiva
que puede suplir al EC y la PC. Por otro lado, los factores que ejercen un mayor
efecto sobre la biomasa y la productividad de biomasa fueron la concentracién
de acetato de sodio y de sulfato de magnesio por lo que dichos factores se

seleccionaron para la optimizacion de la composicion del medio de cultivo.

En la tercera etapa se busco optimizar la composicion del medio de cultivo para
mejorar la concentracién de biomasa y la productividad de biomasa de L.
plantarum mediante un diseno factorial central compuesto (DFCC) acoplado a la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) empleando al acetato de sodio y
sulfato de magnesio como factores del disefio experimental. Se realizaron
cinéticas de crecimiento y formacion de acido lactico (AL), los datos
experimentales se ajustaron a modelos matematicos; no se encontraron
diferencias entre los tratamientos, pero se obtuvieron valores similares a los

obtenidos con el medio MRS (4 g/L de biomasa y 15 g/L de AL, respectivamente).




Se estudio a fondo el efecto de los factores sobre la concentracion de biomasa y

productividad mediante el disefio experimental.

La metodologia de superficie de respuesta mostré cuatro niveles de los factores
donde la respuesta (concentracion de biomasa y productividad de biomasa) era
similar y elevada por lo que se validé el modelo experimentalmente probando los
niveles encontrados. Se confirmé que en dichos niveles la formacién de biomasa
y la productividad era la maxima resultando en un medio de cultivo mucho mas
economico que el medio de referencia (MRS) y teniendo la conveniencia de elegir
entre las diferentes concentraciones estudiadas de los factores. Ademas, la
viabilidad de las células se comprob6 mediante conteos celulares en placas, en el

medio formulado con EGM se alcanzaron valores de hasta 5x10° UFC/mL.

Finalmente, se comprobd el efecto inhibitorio de L. plantarum crecido en el medio
optimizado sobre A. carbonarius mediante la técnica de cultivo en medios
envenenados empleando por un lado el extracto libre de células (ELC) de 24 y 96
horas de cultivo y por otro a las células. El mayor efecto inhibitorio se manifesto
en cultivos con ELC de 96 h, con un 50 % de inhibicion de crecimiento radial del

hongo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que un medio de
cultivo formulado con EGM es una alternativa econdémica y muy competitiva con
el medio de cultivo MRS dandole ademas un valor agregado a un subproducto
de la industria cervecera; no obstante, es necesario investigar mas a fondo los
productos de fermentacion de L. plantarum en un tiempo de cultivo de hasta 96

h para mejorar su capacidad inhibitoria en hongos filamentosos.
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Abstract

Ochratoxin A (OTA) is a toxic, teratogenic and possibly carcinogenic secondary
metabolite produced by species of higher filamentous fungi of the Aspergillus
and Penicillium genera. It contaminates food for human consumption, such as
coffee that is presumed to be the most popular beverage in the world after water.
The livelihood of 100 million people in the world depends on coffee. A strategy
to reduce the presence of OTA in coffee beans is biological control using lactic
acid bacteria (LAB). As it has been shown that these bacteria exert an inhibitory
effect on OTA-producing fungi; However, these bacteria require nutrient rich
media to grow. A consequence of the above is that the culture medium could be
expensive. It is why in the present work different methodologies were developed
to design a low-cost culture medium for the obtaining of LAB biomass and its

later application like agent of biocontrol of fungi producing OTA.

In the first experimental stage, an analysis was made of the cost of the
components of MRS medium (De Man, Rogosa, Sharpe), specially cereals and
grains as potential alternative nitrogen source (N) from cereals and grains. Meat
extract (EC) and meat peptone (PC) are the most expensive components ($ 8 000
/ Kg) of MRS broth, by the other side, alternative sources of N were low cost (more
than 90% less than EC and PC). Subsequently, the Nitrogen concentration present
in the MRS culture medium and in the alternate sources of N were analyzed to
design the culture medium that would replace the lack of N due to the elimination

of EC and PC.

The selection of the alternate N source was made by counting Colony Forming
Units (CFU/mL) of Lactobacillus plantarum present in cultures in media formulated
with alternate N source. Among all the sources of N studied, the malt germ extract

(EGM), a residue of the beer industry, proved to be the best option because cell
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concentration attained were close to that obtained with the MRS reference

medium (3x10° CFU / mL); EGM was used for the following tests.

In second stage, the variables important for the design of the culture medium
were selected through an experimental Plackett-Burman (PB) design. The
response variables were the concentration biomass and its productivity. Growth
kinetics were performed, the experimental biomass concentration data were
adjusted to the Logistic model. Differences were observed between the
treatments evaluated, in some cases a better response (biomass concentration
and its productivity) was obtained than with other treatments it was
demonstrated that the EGM is a source of alternating N very competitive with the
EC and the PC. Otherwise, the factors that exert a greater effect on biomass and
productivity were the concentration of sodium acetate and magnesium sulfate,
so these factors were selected for the optimization of the composition of the

culture medium.

In the third stage, we sought to optimize the composition of the culture medium
to improve the biomass concentration and biomass productivity of L. plantarum

through a composite central factorial design (DFCC) coupled to response surface.

The response surface methodology showed four levels of the factors where the
response (biomass concentration and biomass productivity) was high and similar,
so the model was validated experimentally by testing the levels found. It was
confirmed that at these levels the biomass formation and productivity were close
the maximum resulting in a much more economical culture medium than the
reference medium (MRS) and having the convenience of choosing between the

different concentrations studied of the factors. In addition, the viability of the cells
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grown was checked by cell count in plates, in the medium formulated with EGM

reached values of up to 5x10° CFU / mL.

Finally, the inhibitory effect of L. plantarum grown in the optimized medium on
A. carbonarius was checked by means of the poisoned media culture technique
using the cell-free extract (ELC) of 24 and 96 hours of culture and on the other
hand to the cells. The greatest inhibitory effect was manifested in cultures with 96

h ELC, with 50% of inhibition of radial growth of the fungus.

The results obtained in the present work demonstrate that a culture medium
formulated with EGM is an economical and competitive alternative with the MRS
culture medium, also giving added value to a by-product of the beer industry;
however, it is necessary to further investigate the fermentation products of L.
plantarum in a cultivation time of up to 96 h to improve their inhibitory capacity

in filamentous fungi with EGM
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1 INTRODUCCION

La Ocratoxina A (OTA) es un metabolito secundario toxico, teratogénico
producido por especies de hongos filamentosos superiores pertenecientes a los
géneros Aspergillus y Penicillium. Contamina alimentos de consumo humano,
principalmente cereales y derivados, bebidas alcohdlicas y productos de

molienda como café, cacao entre otros alimentos (Abreu et al,, 2011).

Esta ocratoxina induce toxicidad, incluida la nefrotoxicidad, hepatotoxicidad,
teratogenicidad, inmunotoxicidad, neurotoxicidad y genotoxicidad. Ademas, la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado a la OTA
como un carcindgeno del Grupo 2, es decir posible carcindgeno humano. Otros
efectos que puede provocar son: el estrés oxidativo, apoptosis celular, autofagia
celular, inhibicién de sintesis de proteinas, alteracidn sobre la respiracion celular,

y secuestro de calcio microsomal (Zhu et al,, 2017).

Por otra parte, posiblemente el café es la bebida méas popular del mundo después
del agua. La subsistencia de 100 millones de personas en el mundo depende del
café. Existen dos variedades de café, Robusta y Arabica. El proceso de secado de
ambos se lleva a cabo de diferente manera, para el café Arabica se realiza por el
método humedo y para el café Robusta se realiza por método natural o seco. Este
método consiste en secar la cereza entera mediante la limpieza, secado y
descascarillado del fruto. Un café que no haya secado lo suficiente, sera propenso

a un rapido deterioro ocasionado por hongos y bacterias (ICO, 2012).

La OTA presenta un riesgo sobre la salud humana por lo que la Unién Europea
ha considerado necesaria una regulacién especifica que permita reducir su

ingesta en un rango de productos incluido el café. Los maximos niveles
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permitidos de OTA en el café son 5 pug/kg para café tostado y molido y 10 pg/kg

para el café instantaneo (Ec, 2000).

Se han desarrollado métodos fisicos para controlar la ocurrencia de hongos
ocratoxigénicos en las cerezas del café, pero aun no se ha propuesto una
estrategia eficiente para reducir la presencia de OTA, pues es capaz de resistir
incluso al proceso de tostado (Dalié et al,, 2010). La detoxificacion con agentes
quimicos esta prohibida en alimentos destinados al consumo humano por lo que
una solucion seria el control biol6gico mediante el uso de bacterias acido lacticas
(BAL), pues se ha demostrado que estas bacterias ejercen un efecto inhibitorio en
los hongos productores de OTA (Belkacem-Hanfi et al., 2014; Djossou et al., 2011;

Flores-Najera et al., 2011; Flores-Najera et al., 2011).

Las BAL son un grupo de microorganismos con la capacidad de producir acido
lactico (AL). Son grampositivas, acidotolerantes, no forman esporas, son
inmoviles, tienen forma de cocos o bacilos, crecen anaerébicamente, pero a
diferencia de la mayoria de los anaerobios, crecen en presencia de O> como
microorganismos "anaerobios aerotolerantes" (Aznar & Zuhiga, 2000). Son un
antagonista  biolégico natural con varias aplicaciones potenciales.
Tradicionalmente son empleadas en la industria alimentaria como cultivos
iniciadores (starters) en la industria lactea y probioticos en suplementes
dietéticos, asi como agentes de bioconversidon, de la misma manera como
agentes conservantes para evitar el deterioro y extender la vida Util de alimentos

(Zhang & Cai, 2014).

Estas bacterias tienen requerimientos nutricionales muy exigentes como
carbohidratos, aminoacidos, vitaminas y minerales por lo que generalmente se
cultivan en medios enriquecidos y se encuentran en productos lacteos, carne y

sus derivados asi como en productos de cereales (Carr et al, 2002). El medio de
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cultivo mas usado para el crecimiento de estas bacterias es el MRS (denominado
asi por sus formuladores Man, Rogosa y Sharpe) por su capacidad de proveer los
nutrientes necesarios para su crecimiento (De Man et al., 1960); sin embargo, es
un medio muy caro debido a la presencia de sus componentes lo que vuelve al
crecimiento de las BAL un proceso muy costoso. Una propuesta para disminuir
costos del medio de cultivo es el empleo de fuentes de nitrogeno (N)
provenientes de cereales o granos ricos en proteina, vitaminas, minerales y

aminoacidos.

Algunos estudios han demostrado que la seleccién adecuada de BAL podria
permitir el control del crecimiento de estos hongos y mejorar la vida util de
muchos productos como el café y, por lo tanto, reducir los riesgos para la salud

debido a la exposicion a la OTA (Gourama & Bullerman, 1997).

El objetivo de este trabajo es disefiar un medio de cultivo de bajo costo para la
obtencion de biomasa de BAL con componentes originales del MRS, pero
reemplazando las fuentes costosas de nitrégeno como el extracto de carne (EC)
y peptona de carne (PC) por fuentes econdmicas y variando concentraciones de
las sales minerales del medio para que pueda ser aplicado como control biolégico
contra los hongos productores de OTA. Por esta razén se emplearon disefios
experimentales para identificar y optimizar las variables involucradas en la
respuesta de interés. Se probaron extractos con y sin células de BAL sobre los

cultivos de un hongo potencialmente ocratoxigénico
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se presenta la revisidn bibliografica relacionada con el disefio de
un medio de cultivo para el crecimiento de BAL de forma econdmica y su
posterior aplicacion en hongos productores de OTA. Se revisan la clasificacion de
las BAL en general y se presenta la cepa empleada en particular, los parametros
que influyen en el proceso de crecimiento de éstas, los medios de cultivo
empleados para el crecimiento de las BAL, asi como las fuentes de N alternas que
puedan sustituir al extracto y peptona de carne del medio MRS y finalmente se

abordan los modelos cinéticos y disefios experimentales empleados.

2.1 Bacterias acido lacticas

El término bacterias acido lacticas corresponde a un grupo heterogéneo de
microorganismos con la capacidad determinante de producir acido lactico (AL) a
partir de la fermentaciéon de azucares. Son grampositivas, acidotolerantes, no
forman esporas, son inmoviles, tienen forma de cocos o bacilos, son oxidasa,
catalasa y benzidina negativas, carecen de citocromos, crecen anaerdbicamente,
pero a diferencia de la mayoria de los anaerobios, crecen en presencia de O

como microorganismos "anaerobios aerotolerantes” (Aznar & Zufiga, 2000).

Estan agrupadas en 13 géneros, entre ellos: Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococus, Lactococus, Streptococcus, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, entre otros (Zhang & Cai, 2014). Se pueden clasificar de acuerdo
con el isémero de AL producido y si éste es el producto principal de la
fermentacion de la glucosa. Las BAL que producen AL como su principal producto
se conocen como homofermentativas, entre ellas se incluyen a los Pediococos y

Estreptococos; mientras que las que las que producen compuestos adicionales
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como COy, etanol y acido acético se conocen como heterofermentativas, tales

como Leuconostoc y ciertos Lactobacillus (Carr et al., 2002b).

Las bacterias lacticas se han venido utilizando inadvertidamente durante miles de
afos y son mejor conocidas por su uso como cultivos iniciadores en la industria
de productos lacticos para la fermentacién de alimentos tales como queso,
yogurt, crema agria, entre otros. También son importantes comercialmente en el
proceso de carnes, bebidas alcohdlicas y vegetales, como salsas, vinos, cervezas,

encurtidos, entre otros (Parra, 2010).

Tienen una capacidad biosintética limitada, habiendo evolucionado en ambientes
ricos en aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas, por lo que deben cultivarse
en medios complejos que satisfagan todos sus requisitos nutricionales. Se
pueden emplear carbohidratos fermentables y alcoholes como fuentes de

energia para la produccion de acido lactico (Holzapfel & Wood, 2018).

Asi mismo, diversos factores como la temperatura afectan el crecimiento de BAL
en un medio de fermentacion. Existe una temperatura 6ptima a la cual la
velocidad de crecimiento es mas alta y depende de las caracteristicas del
microorganismo, asi como de las condiciones ambientales (Zhang & Cai, 2014).

La cepa empleada en el presente trabajo corresponde al género Lactobacillus.

2.1.1 Lactobacillus

Lactobacillus es el género mas grande entre las BAL pues incluye mas de 100
especies que estan presentes dondequiera que estén disponibles sustancias ricas
en carbohidratos. Se distribuyen ampliamente en alimentos para animales,

ensilaje, estiércol, leche y productos lacteos (Zhang & Cai, 2014).
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Este género se subdivide en 3 grupos: Betabacteria, Estreptobacteria, y
Termobacteria, los cuales son capaces de crecer en temperaturas de entre 15y 45
°C. Los Estreptobacteria y Termobacteria son homofermentativos, mientras que

los Betabacteria son considerados heterofermentativos (Carr et al., 2002a).

La cantidad de acido lactico producido por diferentes especies de Lactobacillus
varia. En distintas especies, incluyendo L. acidophilus, L. casei y L. plantarum, el
metabolismo de la glucosa se describe como homofermentativo, ya que el acido
lactico es el subproducto primario, que representa al menos el 85 % de los
productos metabdlicos finales. Sin embargo, en otras especies, como L. brevis y
L. fermentum, el metabolismo de la glucosa es heterofermentativo, el acido lactico
representa aproximadamente el 50 % de los subproductos metabdlicos y el
etanol, el acido acético y el CO; constituyen la mayor parte del otro 50 %

(Kowalczyk et al, 2015).

La presencia simultanea de una fuente de C (principalmente glucosa), una fuente
de N (principalmente extracto de levadura) y sales (principalmente MnSO4,
MgSO4 y acetato de sodio) permiten alcanzar los niveles mas altos de biomasa
celular (Tomas et al, 2010). De igual manera el pH y la temperatura juegan un
papel muy importante para el crecimiento de dichas bacterias (Zhang & Cai, 2014;

Carr et al, 2002).

Existen varias publicaciones que demuestran los distintos componentes de los
medios de cultivo empleados para el crecimiento de Lactobacillus, entre los cuales
se emplean fuentes alternas de N y carbono (C). Manzoor et al. (2017) usaron
suero de queso como principal fuente de C para mejorar la produccion de
biomasa de una cepa de Lactobacillus, obteniendo una produccién de biomasa
un poco mayor que la obtenida con el medio MRS (12 g/L) y con un costo menor

bajo condiciones de cultivo similares Por otra parte, Hwang et al. (2012)
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emplearon licor de maiz como fuente de C mejorando el rendimiento de la

biomasa en un 107 %.

Con estos trabajos se puede dar pie al uso de fuentes alternativas de N para la
generacion de biomasa de L. plantarum, en consecuencia, se consideraré emplear
diferentes fuentes de N en el presente trabajo a partir de cereales o granos ricos

en proteina.

2.2 Condiciones ambientales para el cultivo de BAL

El pH y la temperatura son parametros muy importantes que se deben tomar en
cuenta para el crecimiento de las BAL, pues la mayoria son acido tolerantes y
generalmente crecen en ambientes de neutros a acidos y en temperaturas entre

25y 37 °C, aproximadamente (Carr et al., 2002a).

En varios trabajos se llevaron a cabo experimentos para comprobar las mejores
condiciones de pH y temperatura para el crecimiento de las BAL. De acuerdo con
Kemp et al (2009) y Zhou et al. (2015) el crecimiento de la biomasa en
Lactobacillus se ve significativamente afectado por el pH y la temperatura,
obteniendo las mejores condiciones para su crecimiento a un pH de 55 - 6.5y

temperaturas de 33 - 37 °C.

Por otro lado, Wee et al. (2005) también encontraron que la obtencion de
biomasa se ve influenciada por la temperatura y el pH, la biomasa maxima que se
obtuvo (5 g/L) fue a 36 °Cy a un pH de 6 lo cual confirma que los rangos 6ptimos

de obtencion de biomasa se encuentran entre 30 - 37°Cy pH de 5 - 7.

Por su parte, Rao et al (2004) estudiaron la capacidad de 4 especies de

Lactobacillus para crecer en diferentes valores iniciales de pH, encontrando que




2. REVISION BIBLIOGRAFICA

el mejor desempefio oscila entre 6 y 6.6. Giraud et al (1991) llevaron a cabo
fermentaciones de L. plantarum a diferentes pH (4 — 8) obteniendo como

resultado un crecimiento 6ptimo a pH 6.

2.3 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son una mezcla equilibrada de nutrientes (fuente de C, N,
S, y factores de crecimiento) que, en concentraciones adecuadas y condiciones
fisicas 6ptimas, permiten un buen crecimiento de los microorganismos (Tortora

et al., 2007).

La optimizacién de medios de cultivo determina no sélo el mejor crecimiento,
sino también las condiciones definidas y reproducibles, para no desperdiciar el
uso de nutrientes. La optimizacion en cultivo por lote se lleva a cabo comparando
la biomasa obtenida al variar los componentes de medio en un determinado
tiempo (Hernandez et al,, 2007). Las variables de respuesta incluyen el costo, la
capacidad de producir una gran cantidad de células, el método de cosecha de
células y el tiempo recoleccion deben considerarse al optimizar el medio de
cultivo. En consecuencia, el disefio de un nuevo medio de cultivo de bajo costo
para una mayor produccion de biomasa definitivamente puede conducir a un uso

en gran escala y la produccion de metabolitos mas econdmica (Collard, 1976).

El medio de cultivo de referencia para el crecimiento de las BAL es el MRS, fue
desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe en 1960 como un medio de
enriquecimiento, cultivo y aislamiento de Lactobacillus y otras BAL desde
diferentes tipos de muestras. Ha ganado gran aceptacion como un medio para

todos los propdsitos debido a su capacidad de soporte para una variedad de BAL.
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Es un medio muy completo que contiene los requerimientos nutricionales
necesarios para el crecimiento de BAL, se caracteriza por la presencia de sales en
cantidades relativamente importantes, especialmente sulfato de magnesio. El
magnesio, el manganeso, polisorbato y acetato son los cofactores presentes en
el medio, mientras que el citrato de amonio es un inhibidor de microbiota Gram
negativa. El acetato de sodio (presente en una proporcién bastante elevada) y la
sustancia tensoactiva Tween-80 tienen una accién selectiva (De Man et al., 1960).
Debido a todos los componentes que contiene es un medio muy caro para la
produccion a gran escala. En diversos estudios se ha buscado reducir el costo de
obtencién de la biomasa utilizando materias primas renovables que contengan
suficiente nitrdgeno, vitaminas y azdcares como elementos del medio de cultivo

(Thakur et al., 2017; Tomas et al., 2010).

La seleccién de los factores principales que afectan al crecimiento de las BAL se
puede realizar mediante un diseno tipo Placket-Burman (PB), posteriormente se
pueden optimizar las variables de respuesta con los factores elegidos mediante
la metodologia de superficie de respuesta acoplado a un disefio factorial central

compuesto (DFCC).

2.4 Fuentes de nitréogeno y carbono alternas

De todos los componentes para el crecimiento celular, la fuente de C es la mas
importante. El rendimiento de un producto (ya sea biomasa o metabolito) esta

basado en el consumo de la fuente de C.

Algunas investigaciones demostraron la influencia de diversas fuentes de C como
la glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, galactosa y oligosacaridos sobre el
crecimiento de Lactobacillus y la produccion de acido lactico (Davoodi et al,

2016). Estas fuentes resultan caras, razén por la que se esta buscando desarrollar

9
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medios de cultivo con nuevas fuentes de C econdmicas y efectivas, entre las que
se encuentran suero de leche y queso, jugo de datil, jugo de pepino, almidon de
papa, entre otros (Kaavessina et al., 2017; Kumar et al., 2012; Manzoor et al., 2017;

Passos et al.,, 1993; Uzochukwu et al., 2016).

El nitrogeno es el segundo factor mas importante que determina el crecimiento
de microorganismos debido a la cantidad de aminoacidos, vitaminas, purinas y
pirimidinas que necesitan (Saguir & de Nadra, 2007). Las fuentes de N pueden
ser sustancias organicas, como el extracto de levadura, la peptona, y sustancias
inorganicas, como el nitrato de amonio y el sulfato de amonio (Manzoor et al,,
2017). El extracto de levadura (EL), el extracto de carne (EC) y la peptona de carne
(PC) han resultado ser el factor principal en el crecimiento de las BAL; no obstante,
son consideradas como fuentes de N muy caras, principalmente el EC y la PC,
pues contribuye hasta el 30% del costo total de produccion. Se ha demostrado
que un medio de cultivo con licor de maiz, extracto de semilla de algodon, harina
de cacahuate o harina de pescado, junto con suplementos de crecimiento
disponibles en el mercado da como resultado una produccién mejorada de

biomasa celular (Agarwal et al,, 2008; Hwang et al., 2012; Thakur et al,, 2017).

Los granos y cereales son una fuente importante de proteinas, aminoacidos,
vitaminas y minerales por lo que pueden ser un muy buen sustituto de las fuentes
caras de N del MRS (Serna, 2010). Cereales como el trigo, la soya, el maiz, la
cebada, entre otros contienen hidratos de carbono, vitaminas A, B1, B2, B3, B6,
B9, Ey C, fibra y sales minerales como potasio, magnesio, hierro, calcio, zinc, sodio
y fésforo, asi como aminoacidos y péptidos, por lo que son buenas fuentes de N

alternativas.

10
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2.5 Modelos cinéticos

Cuando las células de un cultivo puro son inoculadas en un medio de cultivo,
comienza a producirse un incremento de la biomasa, es decir, aumenta el nimero
de células por autoduplicacion. La biomasa es un catalizador de una reaccién que

produce mas biomasa idéntica a la de partida (Farras et al,, 2019).

Para poder estimar el aumento del nUmero de células de la poblacion se suelen
emplear distintos métodos como conteo de colonias, turbidez, produccién de
metabolitos, peso seco, entre otros (Chiappa et al,, 2009), los datos obtenidos se
analizan mediante una grafica de crecimiento en la cual se presentan 4 fases
representadas en la Figura 2.1: fase de latencia, fase exponencial o fase

logaritmica, fase estacionaria y fase de muerte (Zwietering et al,, 1990).
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Figura 2.1 Fases del crecimiento bacteriano

Durante la primera fase las células se empiezan a adaptar al medio de cultivoy a
las condiciones ambientales en que estan creciendo, la duracion de la fase de
latencia depende del medio de cultivo y de factores ambientales (Chiappa et al,,

2009). Después de esta fase inicial el crecimiento de la biomasa celular es de tipo

11
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exponencial llegando a un punto en donde el crecimiento se mantiene constante

y finalmente el nimero de células va disminuyendo.

Existe una gran diversidad de modelos matematicos para describir el
comportamiento de los microorganismos, la eleccion del modelo adecuado
dependera, entre otros factores, del comportamiento del sistema. En la literatura
se encuentran una gran variedad de modelos de crecimiento como el de
Gompertz, Richards, Logistico y otros (Zwietering et al., 1990). El modelo que se
eligio para describir el crecimiento de L. plantarum es el modelo Logistico y para

describir la formacién de AL se acoplé al modelo de Luedeking-Piret.
2.5.1 Modelo Logistico.

La ecuacién logistica fue propuesta originalmente por Verhulst y ha sido el
modelo mas ilustrativo para la dindmica de crecimiento, se basa en que la tasa
momentaria de crecimiento de una poblacién dada es proporcional al tamafio
momentario de la poblacion y a las fuentes disponibles en el habitat (Peleg et al,

2007). Se describe como la siguiente ecuacién:

ax X
— = uX [1 — ] Ecuacién 2.1

dt - Xmax

En donde dX/dt es la tasa de crecimiento, u es la tasa especifica de crecimiento,
X es la biomasa producida, t es el tiempo y Xmax €s la maxima concentracién de

biomasa producida.

El parametro mas importante dentro de este modelo es la tasa especifica de
crecimiento llamada p, la cual es obtenida durante el crecimiento exponencial y

es afectada por factores ambientales como el pH, la temperatura, entre otros. Este

12
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parametro nos indica qué tan rapido crece el microorganismo durante la fase

exponencial.
2.5.2 Modelo de Luedeking-Piret

Robert Luedeking y Edgar L. Piret disefiaron un modelo cinético para evaluar la
produccion de acido lactico producido por la bacteria Lactobacillus delbruecki,
en un proceso de fermentacion por lotes a pH controlado y temperatura
constante. En su investigacion, Luedeking y Piret encontraron que la velocidad de
formacién del producto depende linealmente de la tasa de crecimiento
microbiano y de la concentracion celular por lo que su crecimiento esta
directamente relacionado con la formacion de producto (Luedeking & Piret,

1959), la ecuacion que propusieron es la siguiente:
ap ax
—=a—+ (X Ecuacién 2.2
dt dt ’8
En donde P es la concentracién del producto, X es la concentracion celular, t es
el tiempo, a y B son coeficientes que estan determinados por las condiciones de
la fermentacion, y corresponden a un parametro asociado y no asociado al

crecimiento, respectivamente.
2.6 Diseinos experimentales

La evaluacion de parametros estadisticos y el disefio experimental son dos
herramientas principales para las técnicas de deteccién y optimizacion. La
evaluacion e identificacion de los parametros mas importantes en un estudio,
resulta benéfica si se realiza mediante un disefio experimental y los resultados

son analizados mediante un modelo apropiado (Hwang et al,, 2012).

13
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2.6.1 Diseno de Plackett-Burman

En la practica, los disefios factoriales completos o fraccionarios de dos niveles y
los disefios PB a menudo se utilizan para detectar los factores importantes que
influyen en alguna respuesta que se desee obtener. Estos disefios son Utiles para
ajustar modelos de primer orden (que detectan efectos lineales) y pueden
proporcionar informacién sobre la existencia de efectos de segundo orden
(curvatura) cuando el disefio incluye puntos centrales. La identificacion de los
principales factores que influyen en el crecimiento de las BAL se puede dar
mediante un disefio factorial fraccional de dos niveles del tipo PB, pues tiene la
ventaja de evaluar mas de un factor a la vez, asi como la relacion entre las
variables independientes, la respuesta y sus interacciones ademas de que resulta
ser un disefilo muy practico experimentalmente (Plackett & Burman, 1946) pues
con pocas corridas se pueden identificar los principales factores que afectan a

una variable de respuesta.

Enla Tabla 2.1 se muestra un ejemplo de este tipo de diseio, en el que se prueban
7 distintos factores con 8 tratamientos similares al que se empled en el presente
trabajo. Cada uno se encuentra codificado con los niveles + y — que indican la

concentracion de los componentes del MRS probados.
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Tabla 2.1 Matriz Plackett-Burman para evaluar el efecto de 7 factores con 8

ensayos
Factores
Tratamientos

A B C D E F G
1 + - - + + +
2 + + - - + +
3 + + + - - + -
4 - + + + - - +
5 + - + + + - -
6 - + - + + + -
7 - - + - + + +
8 , - . . - - -

2.6.2 Disefo factorial central compuesto

Después de elegir los factores mas importantes que afectan a la produccion de
biomasa mediante el disefio de PB, se empled la MSR para optimizar la
produccién de biomasa con la ayuda de un disefio factorial central compuesto.

Los disefios centrales compuestos son un disefio factorial o factorial fraccionado
con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales (también
denominados puntos de estrella) que permiten estimar la curvatura. Este tipo de
disefios es de los mas empleados para modelar una variable de respuesta con
curvatura (Montgomery, 2004) y pueden ajustarse a un modelo cuadratico
completo. En la Figura 2.2 se observa un ejemplo de arreglo del DFCC en donde
se visualizan los puntos centrales, los puntos axiales y los puntos del disefio

factorial.
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Figura 1.2 Ejemplo de arreglo del DFCC, se muestran los puntos centrales, axiales y los puntos
del factorial.

Generalmente se emplean en experimentos secuenciales, es decir, tras seleccionar
los factores principales mediante un disefio de cribado, se aplica un disefio
experimental de este tipo pues permiten ampliar experimentos factoriales

anteriores al agregar puntos axiales y centrales (Box et al,, 2005).

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es una combinacion de técnicas
matematicas y estadisticas utilizadas para desarrollar, mejorar y optimizar los
procesos, y se utiliza para evaluar la importancia relativa de varios factores que
afectan incluso en presencia de interacciones complejas. Esta metodologia se
utiliza con frecuencia para refinar los modelos después de haber determinado los

factores importantes utilizando disefios factoriales (Montgomery, 2004).
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3 ANTECEDENTES DIRECTOS

El estudio de las BAL y sus metabolitos ha tenido lugar desde hace muchos afios,
debido a los amplios usos que tienen. Principalmente, los estudios se enfocan a
la obtencién de metabolitos primarios y secundarios (AL, bacteriocina, entre
otros). Algunos trabajos se orientan en la obtencion de la biomasa como

producto principal.

En el grupo de trabajo del laboratorio de Biotecnologia Alimentaria de la
Universidad Autonoma Metropolitana se llevan a cabo estudios para identificar
BAL antagonistas de hongos productores de OTA, asi como la determinacion del
mecanismo de accion y estrategias para el control biolégico de los mismos. El
enfoque central de este proyecto es el disefio de un medio de cultivo de bajo
costo para las BAL, en este sentido, se revisaron reportes cuyo objetivo principal
fue emplear una estrategia de reduccion de costos para el crecimiento de BAL.
Dichas estrategias consisten en encontrar fuentes de N alternativas a las del MRS,

asi como variar las concentraciones de las sales minerales del mismo medio.

De acuerdo con Manzoor et al. (2017) se formulé un medio de cultivo de bajo
costo en el que se probo licor de maiz y bisulfato de amonio como fuentes de N
econdmicas en combinacién con otros componentes para sustituir al extracto de
levadura. De todos los factores probados, se encontré que el suero de queso (60
g/L), el licor de maiz (15 g/L), la temperatura y el pH fueron los parametros mas
significativos para la obtencién de biomasa (15 g/L) de una cepa de Lactobacillus.
Se optimizaron dichos parametros mediante un disefo de regresion polinomial
prediciendo una obtencion de biomasa de 16 g/L incubada a una temperatura de

40 °Cy pH 6.2.
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En otro estudio realizado por Hwang et al. (2012) también se probé el uso de licor
de maiz como fuente alternativa de N, empleando un arreglo de Taguchi para
investigar los factores principales y posteriormente un disefio de Box-Behnken
para optimizar las variables de respuesta (glucosa, extracto de levaduray licor de
maiz) e incrementar la biomasa producida de 7.1 a 8.9 g/L; sin embargo, se obtuvo

un rendimiento menor que el trabajo antes citado.

Por su parte Juarez et al. (2010) formularon un medio de cultivo variando las
concentraciones de glucosa, extracto de levadura, citrato de amonio, acetato de
sodio, sulfato de magnesio y sulfato de manganeso para mejorar la obtencién de
biomasa, disminuyendo el costo del medio. Mediante un disefio central
compuesto identificaron las variables principales. De acuerdo con lo anterior,
consiguieron una reduccion de costos del 25% comparado con el medio

convencional.

Por otro lado, se ha probado el uso del extracto de germen de malta como fuente
alterna de N, Hujanen et al. (1996) analizaron distintas fuentes de N, entre ellas,
el extracto de germen de malta, resultando este uUltimo como la mejor alternativa
economica para sustituir al EL del medio MRS, y obteniendo una concentracién

de AL de 107 g/L en 69 h.

Binbin et al (2010) probaron el uso de 5 fuentes alternas, entre ellas el EGM,
probaron que el EGM era la alternativa mas significativa para sustituir al EL y EC
del medio MRS obteniendo concentraciones de biomasa 6ptimas de 16 g/L.
Goksungur & Guvenc (1997) examinaron el efecto de 7 fuentes alternativas de N
para la produccion de AL y el EGM resulté ser la mejor fuente de N alterna.
Finalmente, Laitila et al (2004) y Cejas et al (2017) también hicieron uso del EGM
como fuente econdmica de N, obteniendo rendimientos de biomasa y AL

similares a los obtenidos con el medio MRS.
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4 JUSTIFICACION

El café es un producto comercial muy importante para los paises productores
como México pues produce incluso mas ganancias que cualquier otro producto
de comercio legal, su consumo supera los 6 millones de ton al afio (Organizacion
Internacional del Café, 2016); sin embargo, desde hace varios afios existe un
problema de contaminacion de este grano por hongos productores de OTA que

presenta riesgos para la salud a largo plazo.

En 2004, la Unién Europea establecio limites maximos admisibles para OTA de 5
ug/kg en el café tostado y molido y 10 pg/kg en el café instantaneo, actualmente
se pretende disminuir los limites maximos por los riesgos que conlleva la OTA,

dicho cambio implicaria un rechazo muy considerable de producto (Ec, 2000).

La presencia de OTA en el café puede tener graves consecuencias para la
economia en el mundo: pérdida de cuota de mercado, reduccion significativa de
cambio de divisas, disminucién significativa de los ingresos de los productores y
disminucion de la producciéon (FAO, 2017). Las medidas para evitar la
contaminacion de granos de café por OTA resultan casi imposible de
implementarlas, por lo que una solucion mas confiable es el control biolégico
durante el procesamiento del café (secado, almacenamiento) mediante el uso de
BAL, pues éstas tienen un efecto inhibitorio sobre los hongos productores de

OTA.

Las BAL tienen requerimientos nutricionales muy exigentes, en consecuencia, los
medios de cultivo para hacerlas crecer son muy caros, por lo cual se estan
buscando estrategias para el disefio y formulacién de medios de cultivo
econdmicos que permitan reducir los costos de obtencion de biomasa y poder
emplear las BAL de una manera mas accesible para contribuir a la eliminacion o

disminucion de OTA en granos de café verde.

I
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5 HIPOTESIS

El empleo de fuentes alternativas de nitrégeno por fuentes econdmicas (por
ejemplo, el extracto de germen de malta), asi como la variacion en las
concentraciones de otros nutrientes como sales minerales del medio de cultivo
de referencia (MRS) permitiran satisfacer los requerimientos nutricionales de las
BAL y disminuir los costos de produccion de la biomasa de BAL sin sacrificar la

productividad de obtencion biomasa de BAL.
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6 OBJETIVOS

6.1 General

Disefiar un medio de cultivo de bajo costo empleando una fuente alternativa de
nitrdgeno (extracto de germen de malta) con el que se obtengan productividades

de biomasa de BAL semejantes al medio MRS.

6.2 Particulares

+ Evaluar el efecto de distintas fuentes de N econdmicas sobre el
crecimiento de la BAL.

+ I|dentificar los principales factores que afectan el crecimiento de las BAL en
un medio de cultivo mediante un disefio de Plackett-Burman.

+ Optimizar la produccion de biomasa y productividad celular empleando
un disefo factorial central compuesto y la metodologia de superficie de
respuesta.

+ Determinar el efecto de extractos con y sin células de BAL mediante

bioensayos en hongos filamentosos potencialmente ocratoxigénicos.
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7 METODOLOGIA

En esta seccion se describe la metodologia empleada para el disefio de un medio
de cultivo de bajo costo para el crecimiento de BAL. En la Figura 7.1 se describe
la estrategia experimental que consistio primeramente en la seleccion de la fuente
de N alterna, en segundo lugar, se realizd un disefio experimental para la
identificacién de los principales factores que afectan el crecimiento de la BAL,
posteriormente se desarrollé un disefio de optimizacion de la composicién del
medio de cultivo y, por ultimo, se realizaron experimentos para verificar si la BAL

es capaz de inhibir el crecimiento de un hongo potencialmente ocratoxigénico.

Analisis de costos de
medio MRS, EC, PCy
fuentes de N

Analisis de la
concentracion de N
en medio MRS, EC,

PCy fuente de N

Cultivo de L.
plantarum en
medios con fuentes

de N alterna basada
en el crecimiento de

plantarum en
medios con niveles

alternas de N alternas
alternas
\
Seleccion de fuente Cultivo de L.

Analisis de cinéticas
de crecimiento

factores para

plantarum en

la BAL del PB
|
\
Seleccion de dos Cultivo de L.

Analisis de cinéticas

optimizar la ! _ e Cl
composicién del medios con niveles de crecimiento
: del DFCC
medio
|
v
iMizacic Ensayos de
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composicion del .
: carbonarius por BAL
medio
y ELC

Figura 7.1 Diagrama de la estrategia experimental seguida para el disefio de cultivo de bajo

costo
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7.1 Microorganismo y condiciones de activacion

Se utiliz6 una cepa bacteriana y una fungica del cepario UAM — IRD (Universidad
Autébnoma Metropolitana-Institut de Recherche pour le Développement)
denominada Lactobacillus plantarum B031 y Aspergillus carbonarius DO162
aisladas de ensilado de pulpa de café de Costa de Marfil y de cerezas de café
respectivamente por Djssou et al. (2011). La cepa bacteriana se mantuvo en 50%
(v/v) de glicerol y medio MRS (medio crioprotector) a -18 °Cy se activd en medio
estéril MRS agregando 50 pL del conservado de BAL en medio crioprotector a 9
mL de medio MRS estéril y se incubaron a 30 °C por 24 h. Esta cepa se seleccioné
por su capacidad de inhibir la produccion de OTA por hongos del género
Aspergillus de acuerdo con trabajos anteriores (Amador, 2019; Djossou et al,

2011b, 2011a; Belkacem-Hanfi et al., 2014).

A. carbonarius se mantuvo en un medio crioprotector compuesto por 50 % (v/v)
de glicerol y medio CYA (Anexo A1) y se activd en agar papa dextrosa (PDA, Difco,
Anexo A1) agregando 50 uL del conservado en medio crioprotector a 30 mL de
agar PDA estéril y se incub6 durante 7 dias a 30 °C. Esta cepa se seleccioné por

ser productora de OTA.

7.2 Seleccion de fuentes de N alternas

De acuerdo con reportes de la literatura se seleccionaron distintos cereales y
granos con alto contenido proteico (> 10 %), se evalué su precio y la
concentracion de N. Se seleccionaron los cereales, granos y otros materiales que
se presentan en la Tabla 7.1 los cuales fueron adquiridos en la Central de Abasto

de la Ciudad de México (CEDA).
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Tabla 7.1 Fuentes de proteina reportados en la literatura

Abreviatura Nombre
AM Amaranto
AV Avena
Ch Cacahuate
GC Germen de malta de cebada
GM Germen de malta de maiz
HS Harina de soya
HT Harina de trigo
L Lenteja
LP Levadura de pan
PD Proteina deportistas (aislado de suero de leche)
T Trigo

7.3 Concentracion de C, H y N de la cepa empleada, medio MRS y fuentes
de N alternas

Se realizé el andlisis de la concentracion de C, Hy N del medio MRS, las fuentes
de N contenidas en el mismo (extracto de carne, extracto de levadura y peptona
de carne), la biomasa de L. plantarum y las fuentes de N alternas en un equipo
PerkinElmer® 2400 Series Il CHNS/O Elemental Analyzer utilizando un estandar
de acetanilida, los resultados fueron corregidos con un factor de correccidén dado
por el estandar. El protocolo analitico se basé en el manual de usuario del equipo.

El medio MRS, el EC, el EL y la PC fueron adquiridos de Difco™.
La preparacion de las muestras consistio en la molienda de los granos (lenteja,
amaranto, cacahuate, avena, levadura de pan), en el caso del maiz y la cebada se

llevo a cabo un proceso de malteado descrito a continuacién.

Proceso de malteo de granos:

Remojo

£ Lavar con agua el grano con la ayuda de un colador.
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+ Colocar el grano limpio en un frasco de tamafno adecuado y adicionar en
relacién de grano-agua, 1:2 o 1:3. El contenedor debe estar cubierto y
perforado para tener la ventilacion adecuada.

+ Dejar remojando el grano por 12 h para poder activar la semilla.

Germinado
+ Dejar germinando por 4 - 5 dias a una temperatura de 16 — 20 °C.
+ Detener el proceso de germinado cuando las raicillas tengan un
tamafo de entre 1.0y 1.5 cm.
Secado
+ Secar el grano a 60 °C por 24 h, una vez seco el grano se denomina

malta.

Las células de L. plantarum se activaron en medio estéril MRS y se realizaron dos
subcultivos en tubos de ensaye con medio estéril MRS e incubaron a 30 °C por
24 h. Las células del segundo subcultivo se centrifugaron (3500 rpm, 4 °C, 15 min)
se desecho el sobrenadante y las células se lavaron con solucién salina (NaCl al
0.9 %), a continuacion, se centrifugaron (3500 rpm, 4 °C, 15 min) y se desecho el
sobrenadante, la biomasa se colocé en charolas de aluminio y se sec6 a 60 °C por

24 h. Posteriormente la biomasa se pulverizd con mortero y pistilo.

Finalmente se tomd 1 g de cada muestra (lenteja, amaranto, cacahuate, avena,
levadura de pan, trigo, harina de trigo, harina de soya, aislado de suero de leche,
germen de maiz, germen de cebada, biomasa, medio MRS, extracto de carne,
extracto de levadura y peptona de carne) y se pasaron por un tamiz (malla 100),
posteriormente fueron secadas a 60 °C por 24 h y se analizaron en un equipo
CHN para determinacion de concentracion de C, N e H. Los resultados se

expresaron en porcentaje en base seca.
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Por otra parte, se realizaron extractos de los germinados de malta de maiz y de
cebada que consistieron en el tamizado (malla #30) de los granos malteados con
la finalidad de separar las raices del grano. Las raices se remojaron en agua
destilada (1 L/100 g material seco) durante 5 h y finalmente se filtré6 con papel
Whatman No. 40, se centrifugo (3000 rpm, 20 min, 10 °C) para separar el extracto
de los solidos. El sobrenadante se usé para analisis de contenido de proteina (%)
mediante el método de BCA con un kit de de Thermo Fisher. La curva de

calibracion empleada se encuentra en el Anexo A2.

7.4 Analisis de costos del medio MRS, fuentes alternas y su analisis de

inclusion

El medio de cultivo MRS fue la base de referencia del presente trabajo, se
consultaron los precios de éste, asi como de cada uno de sus componentes
(descritos en la Tabla 7.2) por kg en distintas empresas mientras que los precios
de las fuentes alternas de N se determinaron de la literatura y en distintos locales

de la CEDA.
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Tabla 7.2 Composicion del medio de cultivo MRS.

Componente Concentracion (g/L)
Glucosa 20
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
Proteosa de peptona no. 3 10
Citrato de amonio 2
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Acetato de sodio 5
Fosfato dipotasico de hidrégeno 2
Tween 80 1

Se llevd a cabo un analisis para incluir los cereales y granos seleccionados al
medio MRS, basados en la composicion de N del MRS excluyendo la adicion de
ECy la PC, se calcul6 la concentracion de cada fuente por afadir para cumplir con
el N faltante y se seleccionaron los granos y cereales que no representaron el uso
de cantidades muy grandes (> 150 g/L) que fueron harina de trigo, harina de
soya, lenteja, cacahuate, levadura de pan, aislado de suero de leche, germen de

maiz y germen de cebada.

7.5 Preparacion del inoculo y fermentacion

Las células de L. plantarum B031 se activaron agregando 50 pL del conservado de
BAL en medio crioprotector (seccion 7.1) en 9 mL de medio MRS estéril y se
incubo a 30 °C por 24 h, posteriormente se realizé una primera resiembra
tomando 1 mL del cultivo de activacion y agregandolo a 9 mL de medio MRS

estéril incubandolo en las mismas condiciones descritas para la activacion y
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finalmente se llevo a cabo una segunda resiembra adicionando 1 mL del cultivo
de la primera resiembra en 9 mL de medio MRS estéril y se incubaron a 30 °C por

24 h para obtener una biomasa inicial aproximada de 1x10% UFC/mL.

La fermentacién correspondiente a la primera y cuarta seccién de resultados se
llevo a cabo en tubos de ensaye con rosca, con un volumen de 10 mL. En el caso
de los experimentos de la 2da y 3ra seccidn de resultados se llevaron a cabo en
matraces Erlenmeyer de 200 mL con un volumen de trabajo de 150 mL. Para los

3 tipos de ensayos el inoculo fue del 10 % (v/v).

En el caso de A. carbonarius (empleado en el cuarto ensayo), tras ser activado
conforme a la seccién 7.1, se resembrd en agar PDA estéril (resiembra), para ello
las esporas del cultivo de activacién se resuspendieron en 20 mL de una solucién
de Tween 80 al 0.1 % (v/v) estéril y se desprendieron manteniéndose en agitacion
constante durante 5 min con ayuda de un agitador magnético estéril,
posteriormente se inocularon 500 pL de la suspensién de esporas en 30 mL de

agar PDA estéril y se incubd durante 7 dias a 30 °C.

Después de los 7 dias de incubacién, se ajusto la suspension de esporas a una
concentracidon de 1 x10% esporas/mL con una solucién de Tween 80 al 0.1 % (v/v)
siguiendo la metodologia descrita anteriormente de la resiembra. El conteo de
esporas se realizé en camara de Neubauer de la siguiente manera: se preparo una
dilucién 1/2 de la suspension de esporas de la primera resiembra, se vertieron
100 pL de la dilucién de esporas en una camara de Neubauer por triplicado y se
llevo al microscopio, se enfoco con el objetivo de 40X y se contd el niUmero de
esporas en 9 cuadros de 0.2 mm de lado (Figura 7.2), se calcul6 el valor promedio
por cuadro y con la ecuacion 7.1 se obtuvo la concentracion de esporas/mL que
finalmente fue ajustada con una solucién de Tween 80 al 0.1 % (v/v) a una

concentracion de 1 x10° esporas/mL.
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Figura 7.2 Arreglo de la cdmara de Neubauer

Concentracion de esporas = X * 0.1 x 25 * 2 » 10* Ecuacién 7.1

En donde X es el nUmero de esporas en promedio, 0.1 es el volumen que se afiade
a la cdmara para realizar el conteo, 25 es el nimero de cuadros de la camara de
Neubauer, 2 es el factor de dilucion y 10* es el volumen del cuadrado en donde

se cuentan las esporas.

7.6 Composicion del medio y condiciones de cultivo

Para la primera seccién de resultados se prepararon 8 medios de cultivo con las
fuentes de N seleccionadas (harina de trigo, harina de soya, lenteja, cacahuate,
levadura de pan, aislado de suero de leche, extracto de germen de maiz y extracto
de germen de cebada) mas un medio control (MCTRL) el cual no contenia a la
fuente de N alterna y el medio MRS. En el caso de los medios con extracto de
germen de malta de maiz y de cebada se emplearon dichos extractos en la
formulacion en lugar del agua destilada. Los medios contenian: glucosa (20 g/L),
extracto de levadura (5 g/L), acetato de sodio (5 g/L), citrato de amonio (2 g/L),
fosfato de potasio (2 g/L), sulfato de magnesio (0.1 g/L), sulfato de manganeso

(0.05 g/L), Tween 80 (1 mL), ademas se adicionaron las fuentes de N seleccionadas
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a las concentraciones de acuerdo con la Tabla 7.3. Se incubaron a 30 °C por 24 h,

el pH inicial para el medio de crecimiento fue de 6.5 en todos los casos.

Tabla 7.3 Formulacién de medios de cultivo para la seleccién de la fuente de N.
Fuente de N alterna

Medio (9/L)
MHT (harina de trigo) 120
MHS (harina de soya) 98
ML (lenteja) 66
MCh (cacahuate) 52
MLP (levadura de pan) 38
MPD (aislado de suero de leche) 21
MEGM (extracto de germen de maiz) 1L
MEGC (extracto de germen de cebada) 1L

En el segundo tipo de ensayo se trabajo con el extracto de germen de malta de
cebada llamado a partir de ahora extracto de germen de malta (EGM) debido a
que fue la fuente de N con la que se obtuvo mayor crecimiento. Para seleccionar
los factores mas importantes, se decidié emplear un disefio de Plackett-Burman
(PB) con 7 factores (pH, temperatura y concentracién de glucosa, acetato de
sodio, fosfato de potasio, sulfato de magnesio y de sulfato de manganeso) y se
realizaron 8 ensayos con 8 medios de cultivo diferentes (denominados medios
M) preparados con EGM en lugar de agua destilada. Se establecieron 8 medios
control (denominados medios m) que consistieron en la misma formulacion de
los medios del disefio preparados con agua destilada en lugar del EGM y 4
medios MRS probados a dos valores de pH y de temperatura (1: pH 5, 30 °C; 2:
pH 5, 37 °C; 3: pH 7, 30°C y 4: pH 7, 37°C) correspondiente a los niveles positivo
y negativo de dichos factores dado por el disefio. Los medios de cultivo
contenian: extracto de levadura (5 g/L), citrato de amonio (2 g/L), Tween 80 (1
mL) y glucosa, acetato de sodio, fosfato de potasio, sulfato de magnesio y sulfato

de manganeso a diferentes concentraciones de acuerdo con la Tabla 7.4.
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Los cultivos se incubaron durante 48 h a 30 °C para los medios M1, M3, M6 y M7
y a 37°C para los medios M2, M4, M5 y M8. El pH inicial de los medios M3, M5,
M6 y M8 fue de 5 mientras que para los medios M1, M2, M4y M7 fue de 7. El pH

se ajustd con una solucion 0.1 M HCl o 0.1 M NaOH.

Tabla 7.4 Formulacion de medios de cultivo para el disefio de Plackett-Burman
Acetato Fosfato de Sulfato de Sulfato de

. Glucosa . . .
Medio (/L) de sodio  potasio magnesio manganeso
? (@)  (g/L) (a/L) (a/L)
M1 25 2 1 04 0.3
M2 25 4 1 0.2 0.5
M3 25 4 2 0.2 0.3
M4 15 4 2 0.4 0.3
M5 25 2 2 04 0.5
M6 25 4 1 04 0.5
M7 15 2 2 0.2 0.5
M8 15 2 1 0.2 0.3

En el caso de la tercera seccion de resultados se llevo a cabo un disefio factorial
central compuesto similar a lo ilustrado en la Figura 2.2, consistio en 2 factores
(concentracion de acetato de sodio y de sulfato de magnesio), con 2 niveles (+ y
-), puntos centrales (0,0) y puntos estrella (+1.41, -1.41) resultando en 10
composiciones diferentes en el medio de cultivo con EGM (medios M), en lugar
de agua destilada se agregd el EGM y 10 medios control (medios m) que
consistieron en la misma formulacién que los medios del disefio, pero preparados
con agua destilada en lugar del EGM y el medio MRS como un medio de
referencia. Los medios de cultivo M y m contenian: glucosa (20 g/L), extracto de
levadura (5 g/L), citrato de amonio (2 g/L), fosfato de potasio (1.5 g/L), sulfato de
manganeso (0.4 g/L), Tween 80 (1 mL), acetato de sodio y sulfato de magnesio a
diferentes concentraciones de acuerdo con la Tabla 7.5, adicionados de EGM
(medios M) y de agua destilada (medios m). El pH de todos los medios se ajusto

a 6 y se incubaron durante 24 h a 33 °C.

31



7. METODOLOGIA

Tabla 7.5 Formulacion de medios de cultivo empleados para el disefio factorial
central compuesto

. Acetato de Sulfato de
Medio . .
sodio (g/L) magnesio (g/L)

M1 2.5 0.06

M2 1.5 0.1

M3 35 0.3

M4 1.5 0.3

M5 1.1 0.2

M6 2.5 0.2

M7 35 0.1

M8 3.9 0.2

M9 2.5 0.34

M10 2.5 0.2

Finalmente se llevé a cabo un experimento para comprobar los niveles en donde
ocurre la mayor y menor respuesta (concentracién de biomasa y productividad
de biomasa a las 18h) asi como la composicién del medio en la que se predicen
valores similares a los maximos, es decir en las esquinas del DFCC. Por lo anterior,
se prepararon 4 medios de cultivo codificados como V1, V2, V3 y V4 preparados
con EGM en lugar de agua destilada y sus respectivos controles (v1, v2, v3 y v4)
preparados con agua destilada en lugar del EGM y el medio MRS. La formulacion
de los medios junto con su codificacién se encuentra en la Tabla 7.6. Todos los
medios contenian ademas glucosa (20 g/L), extracto de levadura (5 g/L), citrato
de amonio (2 g/L), fosfato de potasio (1.5 g/L), sulfato de manganeso (0.4 g/L), y
Tween 80 (1 mL). El pH de todos los medios se ajustd a 6 y se incubaron durante
24 h a 33 °C, los medios MRS, V1 y v1 se mantuvieron por 96 h para emplear el

ELC en las pruebas de inhibicion de crecimiento de A. carbonarius (seccion 11)
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Tabla 7.6 Formulacion y codificacion de los medios de cultivo empleados para
la comprobacién del DFCC.

Valores reales Valores codificados
Medio Acetato de sodio Sulfato de X2
(9/L) magnesio (g/L)
V1 3.5 0.3 1 1
V2 3.5 0.1 1 -1
V3 1.5 0.3 -1 1
V4 1.5 0.1 -1 -1

7.7 Determinacion de biomasa

La determinacion de la concentracion de la biomasa se llevo a cabo por dos
métodos diferentes, para la seleccion de la fuente de N se realizé el método de
cuenta en placa y para el disefio PB y el DFCC se determiné por el método del
peso seco, mientras que para la comprobacion del disefio se determind por peso

seco y cuenta en placa.

Cuenta en placa

Para realizar la cuenta en placa, se prepar6 agar MRS y se adicionaron 10 mL en
cajas Petri de 90 mm de diametro. Se tomd una muestra de 1 mL del cultivo de
24 h de los medios MRS, MHT, MHS, ML, MC, MLP, MEGM, MEGC y MCTRL
(correspondiente al primer ensayo) y 1 mL del cultivo de 18 y 24 h de los medios
MRS, V1, V2, V3, V4 y sus controles respectivos — vi- (ensayo de comprobaciéon) y
se anadid a 9 mL de solucion de Tween 80 (0.1 % v/v), se realizaron diluciones

sucesivas por duplicado de 107" a 10® como lo indica la Figura 7.3 (FDA, 2018).
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Figura 7.3 Representacion del método de diluciones sucesivas

A continuacién, se agregaron 20 ulL de las diluciones 1x10, 1x107y 1x10°® por
triplicado a las cajas Petri y se incubaron a 30 °C por 24 - 48 h. Se realizaron
conteos a las 18, 24, 36 y 48 h para los medios del primer bloque de experimentos
y a las 24 h para el dltimo experimento tomando en cuenta Unicamente las
diluciones que tuvieran entre 1 y 100 colonias, aquellas diluciones con mas de

100 colonias se consideraron como incontables.

Terminado el conteo de colonias se aplico la Ecuacién 7.2 para determinar la

biomasa como UFC/mL.

UFC no.de colonias por placa x factor de diluciomn ..
= Ecuacion 7.2
mL mL de la muestra sembrada
Peso seco

La concentracion de biomasa se determiné por el método de peso seco para los
ensayos de los disefios experimentales, para ello se tomaron muestras de 15 mL
en tubos conicos previamente llevados a peso constante y se centrifugo el
contenido de cada muestra a 3500 rpm por 15 min a 4 °C. El extracto libre de
células (ELC) se conservo para analisis de concentracion de acido lactico. En el
caso de los medios de comprobacion (Tabla 7.6) el cultivo se mantuvo hasta las

96 h'y separ6 el ELC de 24 y 96 h de la misma manera.
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Las células se lavaron dos veces con solucion salina (NaCl al 0.9 % p/v).
Finalmente, los tubos se centrifugaron (3500 rpm, 4 °C, 15 min) y se desech¢ el
sobrenadante del uUltimo lavado. Los tubos con el pellet se colocaron en una
estufa a 60 °C hasta que se obtuvo peso constante. La concentracién de biomasa
se calculd por diferencia de peso y el resultado se expresd en gramos de biomasa

seca por litro (g/L).

7.8 Determinacion de acido lactico

El acido lactico se determin6 por HPLC Shimadzu Prominence (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japdén) equipado con un detector de indice de refraccién RID-20A,
columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.), como fase movil
H2SOs4 5 mM y una velocidad de flujo de 0.6 mL/min a 60 °C. Para ello el ELC
obtenido en el punto 7.7 se paso por un filtro de celulosa de 0.22 um y se realizé
una curva de calibracion con estandar de acido lactico en un rango de 0 - 20 g/L.

La curva de calibracion se encuentra en el Anexo A3.

7.9 Ajuste del modelo cinético

Los datos obtenidos del disefio PB y el DFCC se ajustaron al modelo Logistico
(Ecuacion 7.3y 7.4, esta ultima en su forma integrada) para el caso de la biomasa,
los parametros involucrados (Xo, Xmax Y M) se estimaron por minimizacion de la
sumatoria del cuadrado de los errores, entre los datos experimentales y los del

modelo, empleando la subrutina Solver de Excel 365 (Suarez, 2018).

dx x ..
—=u[l - Ecuacién 7.3
dt Xmax

_ Xmax .
X = Ecuacion 7.4

1+[(xm(§C);—XO)*e—#t]
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Una vez resuelto el modelamiento de la formacion de biomasa, la ecuacion
integrada del modelo de Logistico se acoplé al modelo de Luedeking y Piret
(Ecuacion 7.5 y 7.6, esta Ultima en su forma integrada y acoplada) para la
formacion el acido lactico de acuerdo con lo propuesto por Soto-Cruz et al.

(2002).

dp ax .y
o = A + X Ecuacion 7.5
PX)=Py+aX—X,) — Fmax ) [Xmax_Xo] Ecuacién 7.6
Hmax Xmax—X

Los parametros involucrados Pg, Sy o se estimaron por regresion multilineal

usando Excel.

Se realizaron cultivos para los 8 medios del disefio PB (Tabla 7.4) con sus controles
respectivos (medios sin EGM) y 4 medios MRS (a 2 valores de pH y temperatura).
Se realizaron curvas de crecimiento y formacién de producto (AL) para los 10
medios del DFCC (Tabla 7.5) con sus controles respectivos (medios sin EGM) y 1
medio MRS asi como curvas de crecimiento y formacién de producto (AL) para
los medios de comprobacién (Tabla 7.6) con sus controles respectivos (medios
sin EGM) y 1 medio MRS. Para ello se tomaron muestras por duplicado cada 2 h
durante 48 h de cada medio preparado del disefio PB (ensayo, control y MRS),
muestras por triplicado a las 0, 12, 18 y 24 h de cada medio preparado del DFCC
(ensayo, control y MRS) y muestras por duplicado cada 3 h durante 24 h de cada
medio de los ensayos de comprobacion. Se estimaron los parametros de tmax Yy
Xmax del modelo Logistico y a y S del modelo de Luedeking y Piret. Los resultados
se expresaron en concentracion de biomasa, productividad de biomasa,

concentracion de acido lactico y Y p/xdel tercer bloque de experimentos (DFCC).
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7.10 Analisis estadistico

Para la segunda seccion se decidié emplear un disefio cribado para identificar los
principales factores que afectan el crecimiento de la BAL. Se selecciono el disefio
de Plackett-Burman (PB) con 7 factores (pH, temperatura y concentracion de
glucosa, acetato de sodio, fosfato de potasio, sulfato de magnesio y de sulfato
de manganeso) y 8 ensayos con niveles bajos y altos de acuerdo con el arreglo

del disefio PB tomado de la literatura (Plackett & Burman, 1946).

En la Tabla 7.7 se muestra la codificacion de los niveles empleados en el disefio,
asi como los valores de los niveles reales (Tabla 7.8), los valores de los niveles
centrales y la unidad de variacion empleados para el disefio PB se encuentran en

la Tabla 7.9.

Tabla 7.7 Codificacion de niveles empleados en el disefio de PB

Nivel del factor

A B C D E F G
Acetato Fosfato Sulfato
Ensayos Glucosa de de de Sulfato de Temperatura pH
sodio potasio magnesio manganeso

1 - - + - +
2 - - + -
3 - - + -
4 - + - - +
5 - + - -
6 + - + -
7 - - + - +
8 - - - . - - -
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Tabla 7.8 Valores reales de los niveles empleados en el disefio de PB

Niveles
Factores

- 0 +
A 15 g/L 20 g/L 25g/L
B 2 g/L 3g/L 4 g/L
C 19/L 1.59g/L 2g7L
D 0.2 g/L 03g/L 04 g/L
E 034g/L 0.4 g/L 0.59g/L
F 30 °C 335°C 37 °C
G 5 6 7

Tabla 7.9 Niveles centrales y unidad de variacion empleados para el disefio PB.

Niveles Unidad de
Factor
centrales variacion
Glucosa 20 g/L 5
Acetato de sodio 3g/L 1
Fosfato de potasio 1.5¢g/L 0.5
Sulfato de magnesio 03g/L 0.1
Sulfato de manganeso 0.4 g/L 0.1
Temperatura 33.5°C 3.5
pH 6 1

Las variables de respuesta fueron: la biomasa (g/L) y la productividad de la
biomasa (g/L*h) definida como la biomasa obtenida a las 4, 12, 18 y 24 h entre el
tiempo de cultivo respectivo. Los resultados se analizaron mediante el software

STATGRAPHICS ® Centurion XVI.

En el tercer bloque de experimentos se empled un disefio factorial central
compuesto y la metodologia de superficie de respuesta para encontrar una

ecuacion que optimizara las respuestas.

Para realizar el DFCC se fijaron los siguientes factores: temperatura (33 °C), pH
(6), concentracion de: glucosa (20 g/L), EL (5 g/L), citrato de amonio (2 g/L), sulfato
de manganeso (0.4 g/L) y fosfato de potasio (1.5 g/L). Se variaron Unicamente la

concentracion de sulfato de magnesio y de acetato de sodio de acuerdo con el
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arreglo dado por el software STATGRAPHICS ® Centurion XVI. En la Tabla 7.10 se

muestran los valores codificados y reales empleados para el DFCC.

Tabla 7.10 Valores reales y valores codificados empleados en el DFCC.

Valores reales Valores codificados
Corrida Acetato de Sulfato de
sodio (g/L) magnesio X1 X2
(g/L)

1 2.5 0.06 0 -1.41
2 1.5 0.1 1 P
3 3.5 0.3 1 1
4 1.5 03 1 1
5 1.1 0.2 -1.41 0
6 2.5 0.2 0 0
7 3.5 0.1 1 -1
8 3.9 0.2 1.41 0
9 2.5 0.34 0 1.41
10 2.5 0.2 0 0

Las variables de respuesta fueron la biomasa (g/L) y productividad de biomasa
(g/L*h) a las 18 h. Los resultados se analizaron en el software STATGRAPHICS ®
Centurion XVI, las superficies de respuesta se realizaron con el software Sigma

Plot 10.

7.11 Ensayos de inhibicion de crecimiento de A. carbonarius

Con el fin de verificar si la BAL cultivada en el medio de cultivo disefiado ejerce
inhibicion en el crecimiento del hongo ocratoxigénico A. carbonarius, se llevaron
a cabo dos experimentos: el primero consistio en realizar un cultivo del hongo en
medios envenenados empleando el ELC y en el segundo se usaron las células de
la BAL. Los cultivos de BAL empleados para ambos ensayos fueron los

correspondientes al medio MRS, V1y v1.
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7.11.1 Cultivo en medios envenenados con ELC

En esta técnica se empled el ELC de 24 y 96 h de cultivo correspondiente a los
medios MRS, V1 y v1 para comprobar si los productos de fermentacion de la BAL
son los responsables de ejercer un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del
hongo referencia (Balouiri et al., 2016). Para ello se mezcl6 agar PDA (adicionado
con 10 g/L de agar bacteriolégico) estéril con el ELC del cultivo de 24 y 96 h de
los medios MRS, V1 y v1 en una proporcion 50:50 (v/v). El ELC se obtuvo conforme
al punto 7.7. Posteriormente se vaci6 la mezcla de agar PDA + ELC de 24 y 96 h
en cajas Petri de 90 mm de diametro por triplicado. Se prepararon controles que
consistieron en la mezcla de agar PDA adicionado del medio de cultivo (MRS, V1
y v1) sin fermentar, las mezclas quedaron conforme la Tabla 7.11, dichas mezclas

se homogenizaron con ayuda de un vortex.

Tabla 7.11 Tratamientos empleados para el cultivo en medios envenenados con

ELC.
. Mezcla: 10 mL agar PDA +
) Tiempo de - -
Tratamiento Ensayo . Medio de cultivo ELC
cultivo (h)

(mlL) (mL)
V1 - 10
vl Prueba - 10
MRS - 10
BV 24 10 -
BC Blanco 10 -
BMRS 10 -
V1 - 10
v Prueba - 10
MRS - 10

96

BV 10 -
BC Blanco 10 -
BMRS 10 -

Una vez que se gelificaron las mezclas se realizaron pozos de 8 mm de diametro

en el centro de las cajas con ayuda de un molde y se inocularon con 100 pL de la
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suspension de A. carbonarius con 1x10° esporas/mL (ajustadas conforme al punto
7.5) y se incubaron durante 6 dias a 30 °C. Se midi6 el halo de inhibicion del
crecimiento y esporulacion del hongo a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h de
incubacion con ayuda de un vernier. Finalmente se calculd la inhibicion (%) del
crecimiento del hongo con la Ecuacién 7.7 y los resultados se analizaron con un

diagrama de barras.

DB—-DT
DB

Inhibicion (%) = ( ) * 100 Ecuacion 7.7

En donde DB es el diametro en mm del blanco correspondiente y DT es el

diametro en mm del tratamiento correspondiente.

7.11.2 Cultivo en medios envenenados con células de BAL

En este ensayo se decidid emplear a las células de las BAL crecidas en los medios
MRS, V1 y v1 para comparar si la inhibicion se debe a las células y no a los
productos de fermentacién (Amador, 2019; Djossou et al,, 2011b). Para ello, se
realizaron suspensiones bacterianas de cultivos de 24 h de los medios MRS, V1y
v1 ajustadas a 5x10* células/mL con ayuda de una solucién de Tween 80 al 0.1 %
(v/v) y se mezclaron con agar PDA (adicionado con 10 g/L de agar bacteriolégico)
estéril en una proporcion 1:10 (v/v). Se prepard un blanco que consistio en el agar

PDA sin las células de la BAL. Las mezclas se prepararon conforme a la Tabla 7.12.
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Tabla 7.12 Tratamientos empleados para el cultivo en medios envenenados con

células.
Tratamiento Inéculo Medio de
(células/mL) cultivo
V1 BAL 5x10% V1 + agar PDA
v1 BAL 5x10* v1 + agar PDA
MRS BAL 5x10* MRS + agar PDA
Blanco - Agar PDA

La mezcla de agar PDA + células se vacid en cajas Petri de 90 mm de diametro
por triplicado y se dejaron gelificar. Posteriormente se realizaron pozos de 8 mm
de diametro en el centro de las cajas con ayuda de un molde y se inocularon con
35 uL de la suspensién de A. carbonarius con 1x10° esporas/mL (ajustadas
conforme al punto 7.5) y se incubaron durante 6 dias a 30 °C. Se midié el halo de
inhibicidn del crecimiento y esporulacion del hongo a las 24, 48, 72, 96, 120y 144
h de incubacién con ayuda de un vernier y se calculé la inhibicion del crecimiento

radial (%) con la Ecuaciéon 7.7.

42



8. ENSAYOS PRELIMINARES

8 ENSAYOS PRELIMINARES

En esta seccion de resultados se evalué el costo del medio MRS y sus fuentes de
N, asi como el de las posibles fuentes alternas de nitrogeno (N). Posteriormente
se llevé a cabo un analisis de inclusién de dichas fuentes al medio de cultivo MRS
y se evaluo el crecimiento de la cepa en los medios alternos a fin de seleccionar

una fuente de N.

8.1 Analisis de costos del medio MRS y fuentes alternas de nitrégeno

El medio MRS es uno de los medios de cultivo mas caros. Este medio fue la
referencia para la formulacion de un medio de cultivo mas econémico, se realizé
una busqueda de los precios del medio MRS y sus componentes para poder
decidir qué componentes sustituir. En la Tabla 8.1 se muestran los rangos de
precios encontrados por kg de cada componente del medio y el costo del medio
MRS. Los componentes mas caros presentes en el medio MRS resultaron ser el
extracto de carne (EC) y la peptona de carne (PC) pues su precio se encuentra
alrededor de $ 8 000/kg, ademas de que son los que se emplean en mayor
cantidad después de la glucosa (Tabla 7.2), por lo tanto, se decidio sustituir esas
dos fuentes de N por una mas econémica proveniente de granos, cereales y otros

materiales.
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Tabla 8.1 Costo del medio MRS y sus componentes

Rango de precios

Componente ($/kg)
Glucosa 500 - 2000
Extracto de levadura 2000 - 4000
Extracto de carne 5000 - 8000
Sarcsr’::;)sa de peptona 3 (peptona de 8000 — 10000
Acetato de sodio 1000 - 4000
Citrato de amonio 500 - 2000
K2HPO4 2000 - 7000
MgSOg4 1000 - 5000
MnSO4 2000 - 6000
Tween 80 500 - 2500
Medio MRS 3500 - 5000

Fuente: https://www.fishersci.es/es/es/home.html, https://www.sigmaaldrich.com/mexico.html,
http://www.merckmillipore.com/MX, https://www.neogen.com/en/

Se consultd el precio de las posibles fuentes alternas al EC y PC en la Central de
Abasto de (CEDA) la Ciudad de México. Dichas fuentes son mucho mas
econdmicas (mas del 90 % menos) que el EC, la PC e incluso el EL, pues los precios
oscilan entre los $15 y $300 por kg (Tabla 8.2). EL aislado de suero de leche
present6 un precio mas elevado que los otros componentes ($1500 por kg), aun
asi, todos componentes analizados pueden ser buenos candidatos para reducir

el precio del medio MRS.
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Tabla 8.2 Precio de las fuentes de N alternas por kg.

Componente $/kg
Amaranto (AM) 26
Avena (AV) 60
Trigo (T) 15
Harina de trigo (HT) 20
Harina de soya (HS) 310
Lenteja (L) 40
Cacahuate (Ch) 100
Levadura de pan (LP) 120
Cebada 16
Maiz 14
Proteina de deportistas (PD) 1500

8.2. Analisis del contenidode C, Hy N
8.2.1Concentracion de C, H y N de L. plantarum y medio MRS

Con la finalidad de saber cuanto N aporta el EL, EC y la PC al medio MRSy realizar
un analisis de inclusion de las posibles fuentes de N alternas a dicho medio se
llevo a cabo un analisis de la concentracion de N de la cepa empleada, del medio
MRS, del EL, EC, de la PC y de las posibles fuentes alternas provenientes de

cereales, granos y otros materiales.

Se analizo la concentracién de C, Hy N de L. plantarum B031, del medio MRS, del
EL, ECy dela PC por triplicado en un equipo PerkinElmer® 2400 Series Il CHNS/O
Elemental Analyzer utilizando un estandar de acetanilida. En la Figura 8.1 se
presentan los resultados obtenidos. La concentracion de N de L. plantarum B031

es de 8.3 % (p/p), mientras que la concentracion de C es de 35 % (p/p). EI N en
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las células bacterianas esta asociado con las proteinas y acidos nucleicos, el C por
su parte esta relacionado con los biopolimeros estructurales de la biomasa
(Heldal et al, 1996). Las fuentes de N presentes en el medio MRS (EL, EC y PC)
son ricas en N pues el EC y EL contienen aproximadamente un 10 % (p/p),
mientras que la PC contiene un 12 % (p/p), ademas, son también ricas en C pues

contienen un 40 % (p/p) aproximadamente.
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Figura 8.1 Concentracién de C, Hy N de L. plantarum B031, el medio MRS y sus fuentes de N. Las
lineas negras representan las desviaciones estandar, las barras con lineas corresponden a la
concentracién de N, las barras con rombos a la concentracién de H y las barras con puntos a la
concentracién de C. BO31 = cepa, MRS = medio MRS, EL = extracto de levadura, EC = extracto de
carne, PP3 = peptona de carne.

El medio MRS tiene una concentracién de N de 4.7 % (p/p) y tiene una relacion
C/N de 7 aproximadamente. Debido a que la concentracién de N presente en el
EC y la PC es relativamente alta (> 10 % p/p) se buscaron fuentes de N alternas
que pudieran satisfacer la falta de N que le aportan el EC y la PC al medio MRS y

que fueran mas econdmicas que las dichas fuentes.
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8.2.2 Concentraciéon de C, H y N de las fuentes alternas de N

Andlisis reportado en la literatura

En la literatura se encontraron fuentes alternas de N provenientes de cereales,
granos y otros materiales con contenido de proteina mayor al 10 % (p/p) las
cuales son: trigo (T), harina de trigo (HT), harina de soya (HS), amaranto (AM),
avena (AV), lenteja (L), germen de malta de maiz (GT), germen de malta de cebada
(GC) cacahuate (Ch), levadura de pan (LP) y un aislado de suero de proteina (PD)
(Figura 8.2). Se encontré que las fuentes con mayor contenido de proteina fueron
el aislado de suero de leche (80 % p/p), seguido de la levadura de pan (30 % p/p),
el germen de cebada (28 % p/p), el cacahuate (26 % p/p) y el germen de maiz
(20.5 % p/p), las demas fuentes contienen del 10 — 17 % p/p de proteina por lo

gue son buenas candidatas para sustituir al EC y la PC (Serna-Saldivar, 2010).
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Figura 8.2 Concentracién de proteina reportada en la literatura de las fuentes de N
alternas.AM=amaranto, AV = avena, T = trigo, HT = harina de trigo, HS = harina de soya, GM =
germen de malta de maiz, LP = levadura de panificacion, GC = germen de malta de cebada, PD =
aislado de suero de leche.
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Anélisis experimentalde C, Hy N

Se analizé la concentracion de N de las fuentes alternas (AM, AV, T, HT, HS, LP, LP
y PD) empleando un equipo CHN Perkin Elmer 2400 y en el caso de los extractos
de germen de malta de maiz (EGMM) y de cebada (EGMC) se analiz6 el contenido
de proteina por el método del BCAy se transformd a N usando un factor de
conversion de 6.25 para el EGMM y 5.83 para el EGMC (Mariotti et al,, 2008). En
Figura 8.3 se presentan los resultados obtenidos por el analisis propio de la
concentracion de C, Hy N de las fuentes alternas y en la Tabla 8.3 la concentraciéon

de proteina de los extractos calculada por el método de BCA.
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Figura 2.3 Composicidon de N, H y C de las fuentes alternas por andlisis propios. Se muestran las
desviaciones estandar en cada barra. Las barras con lineas representan la concentracion de N, las
barras con rombos la concentracién de H y las barras con puntos la concentraciéon de C.
AM=amaranto, AV = avena, T = trigo, HT = harina de trigo, HS = harina de soya, GM = germen
de malta de maiz, LP = levadura panificacién, GC = germen de malta de cebada, PD = aislado de
suero de leche.
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Tabla 8.3 Concentracidn de proteina por el método de BCA y expresada en N
de los extractos.

Concentracién de % N*
Muestra ;
proteina (mg/mL) (p/p)
Extracto de germen de malta
16.80 + 0.16 2.88 £ 0.16
de cebada
Extracto d d It
xtracto de germen de maita 9.10 + 0.31 145 + 0.31

de maiz

* Factor de conversion de proteina a N: 6.25 para maiz y 5.83 para cebada

La concentracion de N analizada para el amaranto, la avena y el trigo fue de 1.8
% (p/p), mientras que la harina de trigo, de soya y la levadura de pan tienen una
concentracion entre 2 y 3 % (p/p) aproximadamente. Las fuentes con mayor
contenido de N son el cacahuate, el germen de malta de maiz y de cebada y el
aislado de suero de leche con una concentracién de N de 4.8 a 11.6 % (p/p)

aproximadamente.

La concentracién de N de las fuentes alternas es menor que la que tiene el EC (10
% p/p) y la PC (12% p/p); sin embargo, las fuentes alternas son mucho mas

economicas que el ECy la PC.

8.2.3 Analisis de inclusion de las fuentes alternas al medio MRS

El objetivo del primer experimento fue evaluar el crecimiento de la cepa estudiada
en los medios formulados con la inclusién de fuentes de N alternas y la
eliminacion del EC y de la PC del medio MRS debido a su alto precio. Para
formular los medios alternos, se llevo a cabo un analisis para incluir los cereales
y granos seleccionados al MRS, basados en la composicion de N del MRS sin EC
y PC, se calculé la concentracion de cada fuente por afiadir para cumplir con el N

faltante por la eliminacion de dichos elementos.
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Con el analisis de contenido de N de las fuentes alternas se formularon los medios
de cultivo para evaluar el crecimiento de la cepa estudiada en el medio MRS sin
EC ni PC y con la adicidén de las fuentes de N alternas, el aporte de N y la

concentracion de la fuente de N se encuentran en las Tablas 8.4 y 8.5.

Tabla 8.4 Analisis de concentracién de N requerida para el medio de cultivo

alternativo.
N aportado al medio
Fuente de N MRS (g/L)
EL 0.52
EC 1.04
PC 1.24
Fuente alterna 2.28

Debido a que el ECy la PC aportan 2.2 g/L de N al medio MRS se debe agregar
dicha concentracion de N al medio por las fuentes alternas, por lo tanto, se
realizaron calculos basados en la concentracién de N obtenida anteriormente
(Figura 8.3 y Tabla 8.3) de las fuentes de N alternas para reemplazar con los 2.2

g/L de N faltante.
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Tabla 8.5 Concentracion de fuentes alternas por afadir al MRS

Fuente Concentracion (g/L)
Avena 149.7
Amaranto 125.2
Trigo 121.9
Harina de trigo 105.6
Harina de soya 98.4
Lenteja 58.3
Cacahuate 454
Levadura de pan 33.0
PD 18.9
EGMC 100
EGMM 200

De acuerdo con la Tabla 8.5 las concentraciones por afiadir de las fuentes alternas
varian de 20 a 200 g/L. Se descarta en este punto el uso de la avena, el amaranto
y el trigo como fuentes alternas de N pues representan el uso de concentraciones
elevadas. Para extraer la proteina del germen de malta de maiz y de cebada y
satisfacer los 2.2 g/L de N faltante, en el caso del EGMC se usan 100 g de raices
secas en 1 L de agua destilada y para el EGMM se usan 200 g de raices secas en

1 L de agua destilada.

8.2 Concentracion de biomasa

La biomasa en este punto se cuantificé por el método de cuenta en placa. Se
realizaron conteos de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) a las 18, 24, 36
y 48 h. Se observo que hubo poco o nulo crecimiento en el caso de los medios
formulados con harina de trigo, harina de soya, lenteja, cacahuate, levadura de

pan y aislado de suero de proteina (Figuras en Anexo A4). Lo anterior pudo
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deberse a que los nutrientes de estos materiales usados son poco solubles en
agua por lo que la bacteria no recibié los nutrientes necesarios para crecer.
Ademas, se presentaron interferencias por color al momento de contar las UFC,
pues el color de los medios formulados con cereales y granos es muy parecido al

de la biomasa y no se pudo distinguir el crecimiento integramente.

En el caso de los medios con EGMM Y EGMC si se observé crecimiento. En la
Figura 8.4 se presenta el crecimiento de la cepa B031 en UFC/mL en los medios
MEGMC, MEGMM, MCTLR y MRS. Se observa un ligero crecimiento con el paso
del tiempo en todos los casos, el crecimiento maximo se observa a las 24 h,

pasando las 36 h el nimero de células disminuye.

La cepa crecid mejor en el medio MRS con (3.4+0.28)x10° UFC/mL seguido del
medio con EGMC con (3.310.5)x10° UFC/mL. Estos resultados concuerdan con lo
obtenido por Laitila et al. (2004) en donde formularon un medio con EGM y
obtuvieron una concentracion celular de 4x10° UFC/mL. En el MEGMM el
crecimiento fue de 2.60+0.26 x10° UFC/mL, en el medio control (sin EC, PC ni la
fuente de N alterna) se presentd el menor crecimiento con (1.680.17) x10°
UFC/mL. Se confirma que la adicion de EGMM y EGMC a los medios de cultivo

tiene un efecto sobre el crecimiento de la BAL.

52



8. ENSAYOS PRELIMINARES

4E+09 T
€ 4E+09 +
3.E+09 —+
3.E+09 +
2.E+09 +
2E+09 +
1.E+09 —+
5E+08 T
0.E+00 -

L)

Nudmero de células (UFC/

18 24 36 48
Tiempo (h)

Figura 8.4 NUmero de células en UFC/mL de L. plantarum B031en medios MRS (barras con lineas),
MEGMC (barras con rombos), MEGMM (barras con puntos) y MCTLR (barras con cuadros)
contadas a las 18, 24, 36 y 48 h. Las lineas negras representan las desviaciones estandar, n=3,

8.4 Conclusiones parciales

Las BAL son microorganismos que requieren de distintos nutrientes como N, Cy
factores de crecimiento para desarrollarse. El EC y la PC son excelentes sustratos
para muchos microorganismos, contienen aminoacidos, péptidos, vitaminas
solubles en agua y carbohidratos, pero son relativamente caros para su aplicacién
a gran escala. Por otro lado, el EGM, un extracto acuoso producido a partir de
germen de cebada malteada que es ademas un residuo de la industria cervecera
es un excelente sustrato pues contiene aproximadamente 90-92% de
carbohidratos y estd compuesto de hexosas (glucosa y fructosa), disacaridos
(maltosa, sacarosa), trisacaridos (maltotriosa) y dextrina. Las sustancias
nitrogenadas presentes en el EGM incluyen proteinas, péptidos, aminoacidos,
purinas, pirimidinas y vitaminas, lo que vuelven al EGM una alternativa atractiva y

econémica al ECy la PC.
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La estrategia experimental utilizada nos permitié encontrar una fuente alternativa
de N mas econdmica que el EC y la PC pues la cepa fue capaz de crecer en un
medio de cultivo formulado con EGM en lugar de EC y PC. Ademas, el crecimiento
fue similar al observado con el medio de cultivo de referencia MRS (3x10°

UFC/mL).
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9 SELECCION DE VARIABLES PARA EL DISENO DEL MEDIO DE
CULTIVO

Se empled un diseio Plackett-Burman para identificar los factores que afectan al
crecimiento de L. plantarum, los datos experimentales de las curvas de
crecimiento fueron ajustados al modelo logistico y posteriormente se analizaron
los resultados del disefio PB usando la concentracion de biomasa y la
productividad de biomasa. Asimismo, se realizaron ensayos control en medio

MRS en las condiciones de pH y temperatura del disefio PB.

9.1 Analisis de las cinéticas de crecimiento

En esta seccidn se presentan las curvas de crecimiento obtenidas de los medios
MRS (seccion 7.6) a dos pH iniciales (5y 7) y dos temperaturas (30 y 37 °C), estos
ensayos control se hicieron para compararlos con las curvas de crecimiento del
diseno Placket-Burman empleando los medios de cultivo sefialados en la Tabla
7.4. Se emplearon los medios con EGM (denominados M) formulados de acuerdo
con los diferentes niveles del disefio PB, y los medios control (denominados m)
fueron formulados de la misma manera que los medios con EGM, pero sin EC, PC
ni EGM. Los datos de crecimiento se ajustaron al modelo Logistico del cual se

estimaron los parametros y, y Xmax.

En la Figura 9.1 se muestran las curvas de crecimiento obtenidas de los medios
MRS a dos pH iniciales (5 y 7) y dos temperaturas (30 y 37 °C), de acuerdo con los
niveles + y — del disefio PB. Las curvas de crecimiento de los medios EGM y su

medio control correspondiente se muestran en la Figura 9.2.
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Figura 9.1 Curvas de crecimiento del medio MRS probado a diferentes temperaturas y pH, los
circulos negros y grises representan a los datos experimentales por duplicado y las lineas
continuas corresponden al modelo ajustado. a) MRS 1: pH 5, 30°C; b) MRS 2: pH 7, 30 °C; c) MRS
3:pH 5,37 °C; d) MRS 4: pH 7, 37 °C.

Se aprecia que el crecimiento de la cepa se estabiliza aproximadamente a las 18
h y que crecié ligeramente mejor a una temperatura de 30 °C pues se observa
una biomasa de entre 3.5y 4 g/L de las 18 a las 48 h, lo anterior coincide con
Zhou et al (2015) en donde comprueban que la temperatura Optima de
crecimiento de las BAL es de 30 a 37 °C. Con respecto al pH la formacion de
biomasa fue similar a un pH de 5y de 7, aproximadamente 3 y 4 g/L lo cual

sugiere que la cepa puede crecer a los 2 pH distintos de la misma manera.
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Diversos autores (Joshi et al, 2010; Wee et al., 2005) reportan una biomasa de

BAL entre 3 y 4 g/L crecidas en medio MRS.
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Figura 9.2 Curvas de crecimiento de los medios de prueba empleados para el disefio de PB, los
datos experimentales se ajustaron al modelo Logistico. Los rombos sin relleno representan a los
datos experimentales de los medios Mi, los rombos rellenos a los datos experimentales de los
medios mi, los datos se muestran por duplicado (rombos grises y negros) y las lineas continuas
corresponden al modelo ajustado. Los medios con EGM (denominados M) fueron formulados de
acuerdo con los diferentes niveles por el disefio PB, y los medios control (denominados m)
formulados de la misma manera que los medios con EGM, pero sin EC, PC ni EGM. a) M1y m1, b)
M2y m2,c) M3y m3,d) M4y m4, e) M5y m5, f) M6y m6, g) M7 y m7, h) M8 y m8.

Las curvas de crecimiento (Figura 9.2) muestran que a partir de las 18 h la biomasa
se encuentra en fase estacionaria para todos los casos, lo mismo ocurre con el
medio MRS. Los medios de cultivo con los que se obtuvo un mayor crecimiento
fueron el M1, M7 y M8 con una concentracién de biomasa de 3 - 4 g/L
aproximadamente. Con los demas medios de cultivo se obtuvo una concentracion
de biomasa menor (2 a 2.5 g/L). Cabe destacar que con los medios control
(medios m, sin EC, PC ni EGM) el crecimiento fue menor que con los medios con
EGM (sin EC ni PC) pues en general la diferencia entre los medios M y m fue de 1
g/L. Este hecho apunta a que el EGM es una fuente de N alterna que logra

satisfacer la falta de N que aportaba el EC y la PC.

La Tabla 9.1 muestra los parametros obtenidos por el modelo Logistico, la tasa
especifica de crecimiento y la biomasa maxima (4 y Xmax respectivamente)

correspondientes a los medios MRS, M 'y m. La i del medio MRS es de 0.2 h™' en
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promedio mientras que los medios M2, M6 y M7 presentaron valores mayores de
u a las obtenidas con el medio MRS (0.31, 0.39 y 0.27 h™! respectivamente), por
otra parte, con los medios m se obtuvieron valores de u entre 0.1y 0.2 h™
aproximadamente. Otros autores reportan u entre 0.2 y 0.3 h™' similares a las
obtenidas con el medio MRS (Jurado-Gamez et al, 2014; Passos et al, 1993;

Kaavessina et al., 2017;.Zhou et al., 2015b).

Tabla 9.1 Parametros obtenidos con el modelo logistico (1 y Xmax) a partir
de las curvas de crecimiento obtenidas en los medios MRS y los medios M;
del disefo Placket Burman y sus respectivos controles m;

. H Xmax
Medio h") (/L)
MRS 1 0.16 34
MRS 2 0.20 3.1
MRS 3 0.22 3.8
MRS 4 0.20 2.8
. H Xmax . M Xmax
Medio RN (/L) Medio RN (/L)
M1 0.16 3.2 m1 0.20 1.8
M2 0.31 2.6 m?2 0.10 2.5
M3 0.21 2.7 m3 0.28 1.6
M4 0.20 2.8 m4 0.20 2.3
M5 0.20 2.4 m5 0.13 2.3
M6 0.39 1.9 m6 0.20 1.7
M7 0.27 3.8 m7 0.23 2.1
M8 0.14 37 m8 0.17 1.8

En cuanto a la biomasa maxima obtenida a lo largo del cultivo (48 h), con el medio
MRS cultivado a 30 °C y pH 7 se obtuvo una biomasa de casi 4 g/L lo cual
concuerda con los datos experimentales en donde a 30 °C se obtuvo la mayor
concentracion de biomasa. Los medios M7 y M8 presentaron Xmax similares a las
obtenidas con el medio MRS (3.8 y 3.7 g/L), mientras que los medios con los que
se obtuvo la menor Xmax fueron el M5y el M6 (2.4 y 1.9 g/L, respectivamente). La

Xmax de los medios (Mi) con EGM fue relativamente mayor que la Xmax de los
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medios sin EGM (mi), lo cual indica nuevamente que el EGM es una fuente de N

alterna efectiva.

La segunda variable de respuesta para el disefio PB fue la productividad de
biomasa (Pr) definida como la concentracion de biomasa dividida por la duracion
del cultivo. Se estimé la productividad de biomasa (g/L*h) a las 24 y 48 h del
cultivo (Figura 9.3). La productividad es mayor a las 24 h que a las 48 h, por lo
que es recomendable cosechar las bacterias a las 24 h, se trata de un cultivo mas
joven ademas se observa que a partir de las 18 h la concentracion de biomasa se

mantiene constante, no hay razon para prolongar el cultivo.

La productividad de biomasa calculada para los medios MRS oscila entre 0.11 y
0.15 g/L*h, de igual manera que con la biomasa, con los medios M1, M7 y M8 se
obtuvieron las mayores productividades (0.12, 0.16 y 0.15 g/L*h,
respectivamente). Estos valores de productividad son muy similares a las
obtenidas con los medios MRS (0.12 - 0.15 g/L*h). La productividad de los medios
control es mucho menor (hasta 0.1 g/L*h de diferencia) que la productividad de

los medios con EGM.
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Figura 9.3 Productividad de biomasa a las 24 y 48 h de los medios de cultivo alternativos (M), los
controles (m) y el MRS. Los experimentos se realizaron por duplicado, se muestran las
desviaciones estandar. Las barras color negro corresponden a la productividad a las 24 h y las
barras grises a la productividad a las 48 h.

En general se observan diferencias entre los tratamientos evaluados, con algunos
se obtuvo una mejor respuesta (concentracion de biomasa y productividad de
biomasa) que con otros tratamientos, pero para estudiar con mayor profundidad
el efecto de los factores evaluados sobre las respuestas se analizaron mediante

analisis de varianza ANOVA.

9.2 Analisis de los resultados del Diseino de Plackett-Burman

Para identificar los factores (concentraciones de nutrientes y condiciones de
operaciéon) que tienen mayor importancia sobre las variables de respuesta
(concentracion de biomasa y productividad de biomasa a las 4, 12, 18 y 24 h) se
empleo un disefio experimental del tipo Plackett-Burman. Los resultados de dicho
disefio se analizaron mediante el software STATGRAPHICS® Centurion XVI, con
el cual se obtuvo el analisis de varianza (ANOVA), los coeficientes de regresion y
las graficas de efectos (diagramas de Pareto, de efecto de medias) de cada
variable de respuesta, al final se seleccionaron dos factores para realizar el

siguiente disefo experimental.
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Coeficiente de determinacion

El coeficiente de determinacién (R?) es un parametro estadistico que nos indica
la variabilidad de los datos que puede explicarse por el modelo, es decir, mide la
capacidad predictiva del modelo estimado, mientras mayor sea R? el modelo seréa
mas confiable (Cameron & Windmeijer, 1997) . En la Tabla 9.2 se presentan los
coeficientes de determinacién para cada variable de respuesta (concentraciéon de
biomasa y productividad de biomasa) a los distintos tiempos de cultivo (4, 12, 18
y 24 h). En todos los casos el R? se encuentra arriba del 97 % lo cual revela que el
modelo tal como esta explica mas del 97 % de la variabilidad en la concentracion
de biomasa y productividad de biomasa a las 4, 12, 18 y 24 h, ademas, indica que

los factores tienen un efecto importante.

Tabla 9.2 Coeficientes de determinacién (R?) correspondientes a las variables de
respuesta del disefio PB

Ti d Iti h iabl R (%)
lempo :ec:e::l:e(st;Narla € Concentracion Productividad
de biomasa de biomasa
4 97.04 96.97
12 97.67 97.66
18 99.20 99.47
24 99.16 99.25

Diagrama de Pareto

El diagrama de Pareto es una grafica de barras que organiza los factores en orden
descendente de acuerdo con el efecto que éstos presentan sobre la variable de
respuesta y muestra si un efecto es estadisticamente significativo o no con una
linea que determina el nivel de significancia. El tamafio de cada barra es
proporcional al valor de un estadistico t calculado para el efecto correspondiente

(Box et al., 2005). Cualquier barra mas alla de la linea vertical es estadisticamente
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significativa en el nivel de significancia seleccionado, establecido en este caso en

5%.

Los diagramas de Pareto se modificaron arreglando todos los factores en un
mismo orden (A, B, C, D, E, F y G) y en una misma escala con el fin de comparar

el efecto de los factores a través del tiempo.

En la Figura 9.4 se presenta el diagrama de Pareto para la concentracion de
biomasa a las 4, 12, 18 y 24 h de cultivo. Durante las primeras horas de cultivo (4
y 12 h) el comportamiento de los factores varia un poco pues factores como
concentracion de sulfato de magnesio y pH pasan de no ser significativos a serlo,
esto puede deberse a que al inicio del cultivo (4 h) la BAL se empieza a adaptar a
los nutrientes del medio y a las condiciones ambientales (pH, temperatura). Sin
embargo, conforme avanza el tiempo de cultivo el efecto de los factores sobre la
respuesta se mantiene mas estable pues la bacteria ya se adaptd por completo a
las condiciones de cultivo, ademas de que a partir de las 18 h los cultivos entran

en fase estacionaria.

Seis de los siete factores ejercen un efecto significativo sobre la concentracion de
biomasa. Con efecto negativo son: sulfato de magnesio, glucosa, acetato de sodio

y sulfato de manganeso; y con efecto positivo la temperatura y el pH (Figura 9.4).

Los factores que se mantienen con mayor efecto significativo a las 12, 18 y 24 h
son concentracion de glucosa, de acetato de sodio y de sulfato de magnesio. Para
todos los tiempos la concentracion de fosfato de potasio no presenta efecto

significativo.
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Figura 9.4 Diagramas modificados de Pareto para la concentracién de biomasa. La linea azul
representa el nivel de significancia. Las barras negras representan el efecto negativo y las barras
grises el efecto positivo de los factores sobre la concentracion de biomasa. I) t = 4h, Il) t = 12h,
) t = 18h, IV) t = 24h. A) glucosa, B) acetato de sodio, C) fosfato de potasio, D) sulfato de
magnesio, E) sulfato de manganeso, F) temperatura, G) pH.

En la Figura 9.5 se muestran los diagramas de Pareto modificados para la
productividad de biomasa a las 4, 12, 18 y 24 h, en este caso el comportamiento
del efecto de los factores es muy similar a lo que ocurre con la concentracion de
biomasa debido a que la productividad esta definida como la concentracion de

biomasa dividida por la duracién del cultivo.

En la mayoria de los casos (4, 18 y 24 h) seis de los siete factores ejercen un efecto
significativo sobre la respuesta y los que lo hacen mayormente son la
concentracion de glucosa, acetato de sodio y sulfato de magnesio ejerciendo
ademas un efecto positivo sobre la productividad de biomasa. Salvo a las 12 h de

cultivo, en todos los tiempos el factor sin un efecto significativo es la
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concentracion de fosfato de potasio lo cual coincide cuando se analiza la

concentracién de biomasa.

) i)
A A
B B
C C
D D
E E
F F
G _||I||||I||||I|||| G _||I||||I||||I||||
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Efecto estandarizado Efecto estandarizado
1) 1V)
A A
B B
C C
D D
E E
F F
G T Y TN TR NN T T Y [ Y N | G (I N Y T N Y T TR Y Y T Y T |
L |
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 9.5 Diagramas modificados de Pareto para la productividad de biomasa a los diferentes
tiempos del cultivo. La linea azul representa el nivel de significancia. Las barras negras representan
el efecto negativo y las barras grises el efecto positivo de los factores sobre la productividad de
biomasa|1. 1) t = 4h, Il) t = 12h, lll) t = 18h, IV) t = 24h. A) glucosa, B) acetato de sodio, C) fosfato
de potasio, D) sulfato de magnesio, E) sulfato de manganeso, F) temperatura, G) pH.

Diagrama de efecto de medias

El diagrama de efecto de medias (o de efectos principales) estima el cambio en
la respuesta cuando cada factor se mueve de su nivel bajo a su nivel alto. Las
lineas indican el cambio estimado en la respuesta a medida que cada factor se
mueve entre sus niveles bajo y alto mientras todos los demas factores se
mantienen constantes en su valor intermedio. La pendiente muestra si hay efecto
del factor sobre la respuesta, cuando la linea es horizontal no hay efecto principal,
es decir, se obtiene una misma respuesta al ir de un nivel bajo a un nivel alto. En
cambio, cuando la linea no es horizontal, hay un efecto principal, pues la

respuesta cambia de acuerdo con los niveles alto y bajo del factor, si la pendiente
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es positiva el efecto del factor es positivo, por el contrario, si la pendiente es
negativa el efecto del factor sera negativo, ademas mientras mas inclinada sea la

pendiente de la linea, mayor sera la magnitud del efecto principal.

En la Figura 9.6 se presentan los diagramas de efecto de medias para la
concentracion de biomasa a las 4, 12, 18 y 24 h. A las 4 h el comportamiento de
los factores es un poco diferente comparado con las 12, 18 y 24 h, Lo cual es
similar a los diagramas de Pareto en las primeras horas de cultivo, esto podria
deberse a la fase de adaptacion del cultivo de BAL, mientras que a partir de las

12 h ya se encuentra adaptado.

En todos los tiempos de cultivo se observa que la concentracion de fosfato de
potasio no tiene un efecto principal sobre la concentracion de biomasa pues la

linea es horizontal, en cualquier nivel (bajo o alto) la respuesta es la misma.

Los tres factores con efectos principales significativos (concentracién de glucosa,
acetato de sodio y sulfato de magnesio) tienen un mayor efecto en la
concentracion de biomasa que los demas factores pues las lineas son mas
inclinadas. Por ejemplo, la concentracién de biomasa promedio a baja
concentracion de sulfato de magnesio a las 24 h es aproximadamente 3.2 g/L,
mientras que a alta concentracion la biomasa promedio es aproximadamente 2.6
g/L. La diferencia de 0.6 se llama el "efecto principal" de la concentracién de
sulfato de magnesio. Ademas, con el nivel bajo de los tres factores se incrementa

la respuesta, en este caso, concentracion de biomasa.
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Figura 9.6 Diagramas de efecto de medias para la concentracion de biomasa a las 4, 12, 18 y 24h.

En la Figura 9.7 se presentan los diagramas de efectos principales para la
productividad de biomasa a las 4, 12, 18 y 24 h. Como se observa, son casi iguales
que los diagramas de efectos principales de la concentracion de biomasa, esto es
por lo expresado anteriormente en relacidon con la definicién de productividad.
Por lo que la Unica diferencia sera el efecto principal que ejercen los factores
sobre la productividad de biomasa, por ejemplo, la productividad promedio a
baja concentracion de sulfato de magnesio a las 24 h es aproximadamente 0.13
g/L*h, mientras que a alta concentracion la productividad promedio es
aproximadamente 0.10 g/L.*h, por lo tanto, el efecto principal de la concentracion

de sulfato de magnesio es 0.03 g/L*h.

De igual manera se descarta que la concentracion de fosfato de potasio posea
algun efecto principal sobre la productividad de biomasa pues la media de la

respuesta sera siempre la misma en cualquier nivel (bajo o alto).
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Figura 9.7 Diagrama de efecto de medias para la productividad de biomasa alas 4, 12, 18y 24 h

Coeficientes de regresién

Los coeficientes de regresion son los valores por los que se multiplican las
variables de la ecuacion de regresion, el tamafo y signo nos indica qué tanto
aumenta o disminuye la respuesta y la constante es el promedio de los datos
experimentales de cada respuesta (Weisberg, 2005). Con ellos construimos la
ecuacion que nos ayuda a predecir la respuesta deseada en funcién de los valores
de cada factor (A, B, C, D, E, F y G). Los coeficientes de regresiéon estimados para
cada variable de respuesta (concentracion de biomasa y productividad de

biomasa) se encuentran en las Tablas 9.3 y 9.4, respectivamente.

Para la concentracion de biomasa (Tabla 9.3) se observa que el valor promedio
de la biomasa va en aumento, excepto para el tiempo de 12 h. En el caso de la
productividad de biomasa (Tabla 9.4) es al contrario pues en los primeros tiempos

del cultivo el denominador es mas pequeio que al final.
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Tabla 9.3 Coeficientes de regresion para la concentracién de biomasa en los
distintos tiempos de cultivo.

Coeficientes para los distintos tiempos de

Factores cultivo
4h 12 h 18 h 24 h
Constante 3.9989 2.7100 3.8004 4.2836
A: Glucosa -0.1357 -0.0897 -0.0673 -0.0543
B: Acetato de sodio -0.1942 -0.1867 -0.1008 -0.3183
C: Fosfato de potasio -0.1467 -0.0417 -0.0283 0.0167
D: Sulfato de magnesio -1.0417 -2.9667 -2.6333 -2.8583
E: Sulfato de manganeso 1.5583 2.2583 -0.5083 -0.8083
F: Temperatura 0.0560 0.0617 0.0319 0.0290
G: pH -0.2033 -0.0108 0.0883 0.1408

Tabla 9.4 Coeficientes de regresion para productividad de biomasa durante el
cultivo de BAL.

Coeficientes para los distintos tiempos de

Factores cultivo
4 h 12 h 18 h 24 h
Constante 1.0164 0.2268 0.2130 0.1786
A: Glucosa -0.0334 -0.0074 -0.0037 -0.0023
B: Acetato de sodio -0.0467 -0.0156 -0.0060 -0.0129
C: Fosfato de potasio -0.0342 -0.0022 -0.0017 -0.0001
D: Sulfato de magnesio -0.2542 -0.2495 -0.1500 -0.1143
E: Sulfato de manganeso 0.3583 0.1840 -0.0305 -0.0320
F: Temperatura 0.0135 0.0051 0.0017 0.0012
G: pH -0.0521 -0.0009 0.0052 0.0056

9.3 Conclusiones parciales

Se observaron diferencias entre los tratamientos evaluados, con algunos se

obtuvo una mejor respuesta (concentracion de biomasa y productividad de




9. SELECCION DE VARIABLES PARA EL DISENO DEL MEDIO DE CULTIVO

biomasa) que con otros tratamientos demostrando que el EGM es una fuente de

N alterna competitiva con el ECy la PC.

Los factores que tuvieron un mayor efecto sobre las distintas respuestas fueron
la concentracién de glucosa, acetato de sodio y sulfato de magnesio, Se eligi6 a
la concentracion de acetato de sodio y de sulfato de magnesio como factores
para variar en el disefio de optimizacion porque, si bien la glucosa juega un papel
muy importante en el crecimiento de las BAL debido a que es fundamental para
la obtencién de energia y la formacion de acidos organicos (Kowalczyk et al,
2015), otros autores han establecido que la concentracion a la que se emplea es
la 6ptima (Agarwal et al., 2008; Davoodi et al., 2016), ademas de que el EL contiene
C en su composicion (40 g/L) por lo que no se considerd incluir a la glucosa como

factor en el disefio de optimizacion.
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10 OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

En esta seccibn se presenta un disefio factorial central compuesto y la
metodologia de superficie de respuesta para optimizar la concentracion de
biomasa y productividad de biomasa empleando al acetato de sodio y sulfato de
magnesio como factores del disefio experimental. Para ello primeramente se
realizaron curvas de crecimiento y se ajustaron a modelos matematicos
analizando su comportamiento y los parametros cinéticos mas importantes,
posteriormente los datos experimentales se analizaron mediante el DFCC con
ayuda del software STATGRAPHICS ® Centurion XVI y finalmente se discutieron

y validaron los resultados obtenidos.

10.1 Analisis de las cinéticas de crecimiento

Para el disefio de optimizacion se llevd a cabo un disefio factorial central
compuesto con la variacion de dos factores (concentracién de acetato de sodio y
de sulfato de magnesio), y se llevaron a cabo 10 corridas con 2 réplicas de
acuerdo con los diferentes niveles sefialados en la Tabla 7.5y 7.10 por lo que se
prepararon 10 medios de cultivo con sus respectivos controles y un medio MRS.
Los cultivos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 200 mL y se monitoreo
durante 24 h a una temperatura de 33 °C. Se tomaron muestras a las 0, 12, 18 y
24 h por triplicado y se les midié la biomasa por peso seco (g/L) y la formacion
de acido lactico mediante HPLC. Los datos se ajustaron al modelo Logistico, para
la concentracion de biomasa y se estimaron los parametros u, y Xmax, la formacion
de producto (AL) se describié con el modelo de Luedeking y Piret estimando los

parametros a'y .
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Formacién de biomasa

En la Figura 10.1 se muestran las curvas de crecimiento resultantes
correspondientes a los medios MRS como control, M; (con EGM) y m; (sin EGM).
La fase estacionaria del cultivo se encuentra a partir de las 12 hy no alas 18 h
como se habia observado en las curvas de crecimiento del disefio PB,
probablemente debido a que las condiciones ambientales (pH y temperatura) y
las concentraciones que se establecieron a partir del disefio PB ayudaron a que la
cepa se adaptara con mayor facilidad al medio de cultivo, aun asi se confirma que

no es necesario dejar el cultivo hasta las 48 h.
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Figura 10.1 Curvas de crecimiento de los medios empleados para el DFCC, los tridngulos
representan a los datos experimentales de los medios Mi, los rombos representan los datos
experimentales de los medios mi y las lineas continuas corresponden al modelo ajustado
(Logistico), n=3. A) MRS, B) M1y m1, C) M2y m2, D) M3y m3, E) M4y m4, F) M5y m5, G) M6 y
m6, H) M7 y m7, 1) M8y m8, J) M9y m9, K) M10 y m10.

La concentracion de biomasa obtenida con el medio MRS fue de
aproximadamente 4 g/L, mientras que con los medios control (medios m, sin
EGM, PC ni EC) la formacion de biomasa fue de 2 a 2.5 g/L. casi la mitad de lo
obtenido con el MRS. El uso del EGM como fuente alterna al EC y la PC mejord la
formacion de biomasa en un 40 % aproximadamente comparado con los medios
control (sin EGM) pues con casi todos los medios se obtuvieron valores muy
semejantes a los obtenidos con el medio MRS, entre 3.5y 4 g/L con lo cual
podemos decir que el EGM aporta los nutrientes faltantes que el EC y la PC

aportan al medio de cultivo.

Parametros cinéticos estimados con el modelo Logistico

Los datos experimentales (concentracién de biomasa) se ajustaron al modelo
Logistico y de ahi se estimaron los parametros u (h™") y Xmax (g/L), los valores
obtenidos se encuentran en la Tabla 10.1. La Xmax estimada para el medio MRS

fue de 3.3 g/L, mientras que con los medios con EGM la Xmax estimada se
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encuentra entre 3.3 y 3.8 g/L que es semejante e incluso un poco mayor a la
obtenida con el medio MRS, por otra parte con los medios sin EGM (medios m)
se obtuvo una Xmax menor de 2.2 - 2.7 g/L que se encuentra aproximadamente

en un 40 % por debajo de lo obtenido con los medios con EGM.

Los valores de u para el medio MRS fue de 0.31 h™' y para los medios con EGM
(medios M) fueron entre 0.43 y 0.79 h™" lo cual resultd ser mayor en estos medios
que en el medio MRS, otros autores han obtenido valores de i de hasta 0.7 h™
con medios de cultivo formulados con fuentes alternas de N como leche de soya
y salvado de trigo (Jurado-Gamez et al,, 2014), mientras que para los medios sin
EGM (medios m) los valores de u variaron entre 0.20 y 0.45 h'. Lo anterior
confirma nuevamente que, al fijar la temperatura, el pH, la concentracién de
glucosa, fosfato de potasio y sulfato de manganeso en sus niveles centrales (Tabla

7.9), el cultivo empieza a crecer con mayor velocidad.
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Tabla 10.1 Parametros estimados mediante el modelo Logistico para los
diferentes medios (MRS, My m).

Medio Himax " Medio Himax 3
(g/L) (h™) (g/1) (h™)
MRS 3.33 0.31
M1 3.50 0.43 m1 2.32 0.23
M2 3.33 0.56 m2 2.45 0.37
M3 3.68 0.42 m3 2.73 0.20
M4 3.68 0.63 m4 2.26 0.37
M5 3.83 0.79 m5 2.19 0.36
M6 3.51 0.52 m6 2.31 0.24
M7 3.80 0.63 m7 2.39 0.45
M8 3.82 0.43 m8 2.46 0.36
M9 3.71 0.52 m9 2.56 0.39
M10 3.45 0.58 m10 2.24 0.41

Formacién de acido lactico

Los datos experimentales correspondientes a la formacion de producto (AL) se
ajustaron al modelo de Luedeking-Piret de acuerdo con la propuesta de Soto-
Cruz et al (2002). Las cinéticas correspondientes al modelo ajustado se
encuentran en la Figura 10.2. A diferencia de la formacién de biomasa, se observa
que la formacion de AL aumenta después de las 24 h excepto en los medios M1,
y M3. Se han reportado valores maximos de AL hasta después de 96 h de cultivo
(Lee, 2007; Thakur et al,, 2017), esto se puede explicar porque después de las 24
h la biomasa deja de formarse dando lugar a la produccion de AL posiblemente

asociado al mantenimiento celular.
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Con el medio MRS se obtuvo una concentracion de AL de alrededor de 17 g/L a
las 24 h, mientras que con los medios control (medios m;, sin EC, PC ni EGM) la
concentracion de AL a las 24 h fue de 10 g/L aproximadamente. Por otro lado, no
se observaron diferencias entre la formacion de AL en los tratamientos de los
medios M; (con EGM) y en comparacién con el medio MRS. Sin embargo, la
produccion de AL aument6 en un 40% aproximadamente comparado con los
medios m;; de manera similar a lo ocurrido con la formacion de biomasa. En los
medios formulados con fuentes de N alterna como licor de maiz y suero de queso
se ha producido hasta 20 g/L de AL a las 24 h empleando BAL (Thakur et al, 2017;
Agarwal et al., 2008).
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Figura 10.2 Curvas de formacion de AL de los medios empleados para el DFCC, los tridngulos
representan a los datos experimentales de los medios Mi, los cuadrados representan los datos
experimentales de los medios mi y las lineas continuas corresponden al modelo ajustado, n=3. A)
MRS, B) M1y m1, C) M2y m2, D) M3y m3, E) M4y m4, F) M5y m5, G) M6 y m6, H) M7 y m7, )
M8 y m8, J) M9y m9, K) M10 y m10.

Parametros cinéticos estimados con el modelo de Luedeking-Piret

A continuacion, se estimaron los parametros o y 8 con el modelo de Luedeking-
Piret, dichos parametros son los coeficientes asociado y no asociado al
crecimiento respectivamente pues la formacion de AL es funcion de la division
celular y la concentracion de biomasa (Luedeking & Piret, 1959). Esta expresion
de dos parametros ha demostrado ser extremadamente Util y versatil para simular
la formacion de productos de diferentes fermentaciones y caracterizar su cinética.
Este es un comportamiento esperado cuando el producto es el resultado del
metabolismo energético. Segun este modelo, la tasa de formacion del producto
depende linealmente de la tasa de crecimiento y la concentracion celular, dichos

parametros dependen y varian con la dinamica de fermentacion (Gaden, 1959).

Los parametros estimados se encuentran en la Tabla 10.2. El coeficiente asociado
al crecimiento (o) para el medio MRS fue de 4.59 y el coeficiente no asociado al

crecimiento (B) fue de -0.01, En el caso de los medios alternativos (medios M; con
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EGM) a tuvo valores de 2.27 a 4.83 y 3 arrojo valores menores a 0.1. Mientras que
para los medios control (medios m;, sin EGM) los valores de o variaron de 1 a 5.5
y los valores de 8 fueron menores a 0.1. Lo anterior indica que la formacion de AL

se encuentra parcialmente relacionada con el crecimiento microbiano.

Tabla 10.2 Parametros estimados mediante el modelo de Luedeking-Piret para
los diferentes medios (MRS, My m;).

Medio o B Medio o B

MRS 4.59 -0.01

M1 4.83 0.00 m1 5.51 -0.06
M2 3.74 0.10 m2 333 0.00
M3 4.41 0.00 m3 4.53 -0.06
M4 3.88 0.02 m4 3.33 0.01
M5 2.27 0.09 m5 2.33 0.06
M6 3.71 0.05 m6 4.95 -0.04
M7 3.70 0.02 m7 1.63 0.07
M8 4.61 0.03 m8 0.98 0.09
M9 4.06 0.01 m9 1.70 0.05
M10 4.63 0.04 m10 1.06 0.11

Diagramas de barras

Por Ultimo, se determind que para realizar el analisis estadistico del DFCC, se
tomaria el tiempo de cultivo de 18 h, ya que la concentracion de biomasa es
cercana a la maxima, lo cual se traduce en una elevada productividad y en ahorro
de tiempo y recursos. Se realizé un diagrama de barras de la concentracion de
biomasa, productividad de biomasa, concentraciéon de ALy Yp/x a las 18 h en los
medios de cultivo MRS, medios alternativos (medios M;) y sus respectivos

controles (medios m;).

En la Figura 10.3 se presentan los diagramas de barras correspondientes a la
concentracion de biomasa y productividad de biomasa a las 18 h. Con el medio
MRS se alcanzdé una concentracion de biomasa de 3.5 g/L aproximadamente,

mientras que con los medios alternativos (medios M;) casi no se presentaron
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diferencias entre los 10 medios de cultivo, pues la biomasa formada fue de 3.5 a
4 g/L, sélo con el M2 se obtuvo una biomasa de 3 g/L (Figura 10.3a). El valor
promedio de biomasa obtenido con los medios control (medios m;) fue de 2.5
g/L, aproximadamente un 40 % menos que la biomasa de los medios MRS y los

medios alternativos (M;).

Respecto a la productividad de biomasa (Figura 10.3b) se observa algo similar a
lo ocurrido con la concentracion de biomasa en donde la productividad de
biomasa en los medios alternativos (medios Mi) no presentan diferencias
significativas entre los tratamientos, pero se obtienen valores similares al medio
MRS (0.20 g/L*h) y mayores a los obtenidos con los medios (m;i) control (0.14
g/L*h). Lo anterior confirma que el EGM es una fuente de N alterna efectiva y
competitiva con el EC y la PC pues satisface la falta de nutrientes aportados por

dichas fuentes.
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Figura 10.3 Diagrama de barras para a) concentracién de biomasa a las 18 h y b) productividad
de biomasa a las 18 h correspondiente a los medios de cultivo empleados para el DFCC. Las lineas
negras muestran la desviacién estandar, n = 3. La barra color negra corresponde al medio MRS,
las barras con lineas a los medios My las barras color gris a sus respectivos controles, medios m.
Los nimeros en el eje X representan los tratamientos.
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La Figura 10.4 muestra los diagramas de barras para la formacion de acido lactico
y el rendimiento de producto por biomasa (Yrx). Con el medio MRS se obtuvo
una concentraciéon de AL de 16 g/L aproximadamente a las 18 h, por su parte con
los medios control (medios m;) se obtuvieron 10 g/L de AL a las 18 h. Con los
medios alternativos (medios M) se logré formar hasta 20 g/L de AL a las 18 h
(Figura 10.4a), lo cual es de suma importancia pues se demuestra que el EGM

promueve la produccion de AL.

El rendimiento de formacion de producto por biomasa se calculé dividiendo la

concentraciéon de AL a las 18 h menos la inicial (0 h) entre la concentracién de
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biomasa a las 18 h menos la inicial (0 h). Este parametro nos indica qué tanto
producto se forma por biomasa producida. El medio MRS tuvo un Ypx de 4 g
AlL/g X aproximadamente mientras que con el medio M10 se alcanzé un
rendimiento similar al del MRS. En el caso de los demas medios de cultivo el Yp/x
fue de alrededor de 3 g AL/g X superior en 1 unidad al rendimiento obtenido con

los medios control (m).
0 E é
4 é

1 | é
0

Figura 10.4 Diagrama de barras para a) concentracion de AL a las 18 h y b) Ypx a las 18 h
correspondiente a los medios de cultivo empleados para el DFCC. Las lineas negras muestran la
desviacion estandar, n = 3. La barra color negro corresponde al medio MRS, las barras color con

lineas a los medios M y las barras color gris a sus respectivos controles, medios m. Los nimeros
en el eje X representan los tratamientos.
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En suma, los distintos tratamientos empleados para el crecimiento de la BAL
empleaday la formacién de acido lactico mostraron ser mejores que sus controles

y a pesar de que con casi todos los medios Mi se observa un resultado similar, se
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demuestra nuevamente que la adicion del EGM al medio de cultivo proporciona

los nutrientes necesarios para el buen desarrollo de la BAL.

10.2 Analisis estadistico del Diseio Factorial Central Compuesto (DFCC)

Para evaluar el efecto de los diferentes niveles de la concentracion de acetato de
sodio y de sulfato de magnesio y optimizar las respuestas (concentracion de
biomasa y productividad de biomasa a las 18 h), se realizé el analisis del DFCC
mediante el ANOVA y acoplando la metodologia de superficie de respuesta con
el uso del software STATGRAPHICS ® Centurion XVI del cual se obtuvieron los
diagramas de Pareto y las ecuaciones de regresion, las superficies de respuesta

que se prepararon con el software SigmaPlot 10.

Coeficiente de determinaciéon

Como se ha explicado anteriormente el coeficiente de determinacién (R?) es un
estadistico que mide la capacidad explicativa del modelo estimado (Cameron &
Windmeijer, 1997). En la Tabla 10.3 se presentan los coeficientes de
determinacién para cada variable de respuesta (concentracion de biomasa vy

productividad de biomasa a las 18 h)

El coeficiente de determinacién para la concentracion de biomasa y productividad
de biomasa a las 18 h es de 70 % lo cual revela que el modelo tal como esta
explica mas del 70 % de la variabilidad en la concentracion de biomasa y
productividad de biomasa a las 18 h, por lo que sélo se puede explicar el 70 % de
la variabilidad en las variables de respuesta lo cual, si bien no es muy confiable,

da una idea de como afectan los factores a las respuestas.
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Tabla 10.3 Coeficientes de determinacidén correspondientes a las variables de
respuesta del DFCC.

Coeficiente de

Respuesta determinacién R? (%)
Concentracion de biomasa 70
Productividad de biomasa 70

Diagramas de Pareto

La Figura 10.5 muestra los diagramas de Pareto para la concentracion de biomasa
y la productividad de biomasa a las 18 h. Los dos diagramas son similares pues la
productividad esta definida como la concentracion de biomasa dividida entre el
tiempo. Los 2 factores (concentracién de acetato de sodio y de sulfato de
magnesio), junto con su interaccion son estadisticamente significativos. La
interaccion de la concentracion del acetato de sodio con el sulfato de magnesio
es el Unico factor con efecto negativo, todos los demas ejercen un efecto positivo
sobre la concentraciéon de la biomasa y la productividad de biomasa. En
contraparte, en el disefio PB se habia observado que la concentracién de acetato
de sodio y de sulfato de magnesio presentaron un efecto negativo sobre las
respuestas, es decir, el disefio sugiere que con los niveles menores de los factores

se obtienen mejores respuestas, pero en este caso fue al contrario.
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Figura 10.5 Diagramas de Pareto para las variables de respuesta a) concentracion de biomasa a
las 18 h y b) productividad de biomasa a las 18 h. Las barras en color gris representan el efecto
positivo y las barras en color gris oscuro el efecto negativo de los factores sobre las respuestas.
La linea azul indica el nivel de significancia.

Coeficientes de regresién

Anteriormente se habia establecido que los coeficientes de regresion permiten
construir la ecuacion que predice la respuesta prevista por el modelo. La Tabla
10.4 muestra dichos coeficientes, con los cuales se construyeron las ecuaciones

de regresion para crear las superficies de respuesta.
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Tabla 10.4 Coeficientes de regresion correspondientes a cada variable de

respuesta.
Coeficientes de regresion
Factores Concentracion Productividad
de biomasa de biomasa
Constante 3.63 0.20
A: Acetato de sodio 0.13 0.01
B: Sulfato de magnesio 0.09 0.01
AA 0.08 0.00
AB -0.26 -0.01
BB 0.01 0.00

Las ecuaciones de regresion que se construyeron con los coeficientes de
determinacion son las siguientes:
+ Concentracién de biomasa @ 18h = 3.63 + 0.127461*A + 0.093647*B +
0.0845352*A2 - 0.262308*A*B + 0.00703477*B>
+ Productividad de biomasa @ 18h = 0.201667 + 0.00708163*A +
0.00519191*B + 0.00470888*A? - 0.0145689*A*B + 0.000392189*B?

Superficies de respuesta

El objetivo final de la MSR es establecer los valores de los factores que optimizan
el valor de la variable de respuesta. Esto se logra al localizar las condiciones
Optimas de operacién del proceso (Box & Wilson, 1951). En este caso se aplicd
dicha metodologia para optimizar la concentracion de biomasa y productividad
de biomasa. Para ello, con la ecuaciéon de regresion correspondiente a cada

variable de respuesta se construyo la superficie de respuesta.

En la Figura 10.6 se muestra la superficie de respuesta correspondiente a: a)
concentracion de biomasa y b) productividad de biomasa. En ambos casos vemos
el mismo comportamiento por lo ya explicado. La curva se muestra casi en un

plano en donde en los niveles -1.41 y 1.41 de cada factor (concentracion de
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acetato de sodio y de sulfato de magnesio), se obtiene la mayor respuesta posible
(concentracion de biomasa y productividad de biomasa), hasta 4.5 g/L y 0.24
g/L*h, respectivamente. Lo anterior sugiere que es posible moverse de los niveles
negativos a los positivos de los dos factores y obtendremos la misma respuesta,
lo cual representa un beneficio pues se pueden usar distintas formulaciones del

medio dentro del rango establecido y se seguira teniendo la respuesta optima.

- 25/
— 30g/L
_— 32/
34 g/l
I 36 g/l
= 38 g/l
4009/
4249/
4.4 g/l

Biomasa @/
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o
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EE 0.18 g/L*h
B 020 g/L*h
=3 022 g/L*h
3 024 g/L*h
EEE 0.26 g/L*h

o
n
]

0.20

productividad (@/Lh)

Figura 10.6 Superficies de respuesta correspondientes a a) concentracién de biomasa y b)
productividad de biomasa.

Cabe mencionar que la superficie de respuesta sugiere que con los niveles -1.41

de acetato de sodio y 1.41 de sulfato de magnesio, se optimizara la respuesta. Al
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usar los valores de -1.41 de los dos factores el valor predicho sera de 3 g/L para
concentraciéon de biomasa y 0.16 g/L*h para productividad de biomasa. Lo mismo
ocurre con el nivel 141 de los dos factores en donde se predice una

concentracion de biomasa de 3.6 g/L y una productividad de 0.2 g/L*h.

Tabla 10.5 Puntos experimentales para validar la ecuacién de regresién
correspondiente a cada variable de respuesta.

Valores predichos

Ensayo Factor Nivel Concentracion Productividad
de Biomasa de biomasa
(g/L) (g/L*h)
Acetato de sodio +1.41
1 3.60 0.20
Sulfato c.zle +141
magnesio

Acetato de sodio +1.41

2 Sulfato de 4.28 0.23
i -1.41
magnesio
Acetato de sodio -1.41
3 Sulfato de 438 0.24
] +1.41
magnesio
Acetato de sodio -1.41
4 2.97 0.16
Sulfato qle 141
magnesio

En las cuatro combinaciones de niveles se predice una respuesta similar de
concentracion de biomasa y de productividad de biomasa, en dos de ellos

(ensayos 1y 3) la respuesta predictiva es un poco mayor que en las otras dos.

En general, el comportamiento de las superficies de respuesta fue en forma de
un plano en donde ya sea con los niveles -1.41 y 1.41 de los factores se obtiene

una respuesta similar, por lo que, para la validacion de la optimizacion de cada
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variable de respuesta, se consideré experimentar en cuatro puntos de acuerdo

con los niveles descritos en la Tabla 10.5.

10.3 Validacion del DFCC

Para validar el disefio se llevaron a cabo experimentos de acuerdo con los puntos
descritos en la Tabla 10.5. Se realizaron cinéticas de crecimiento de biomasa y de
formacién de producto, los datos experimentales se ajustaron a los modelos
Logistico y de Luedeking-Piret, respectivamente, y por ultimo se midié el

crecimiento por cuenta en placa para determinar las células viables.

Cinéticas de crecimiento

En la Figura 10.7 se presentan las cinéticas de crecimiento correspondientes al
medio MRS, los medios de validacién codificados como V1, V2, V3 y V4 (Tabla
7.6) y sus respectivos controles codificados como v1, v2, v3 y v4. Las curvas de
crecimiento de todos los medios de cultivo permiten comprobar que a partir de
las 12-16 h la formacidn de biomasa se estabiliza, continla creciendo, pero mas

lentamente llegando a su fase estacionaria.

Se aprecia que con el medio MRS (Figura 10.7a) se formd una concentracion
biomasa de 3.5 g/L aproximadamente a las 18 h y a las 24 h lleg6 a casi 4 g/L.
Con los medios de validacion (Figura 10.7) se produjo una biomasa de 3.5 g/L en
promedio mientras que con los medios control (Figura 10.7) la biomasa producida
fue de 2 g/L en promedio con lo que se comprueba que, con los medios
alternativos (medios con EGM como fuente de N alterna), se forma una
concentracion de biomasa similar a la que se produce con el medio MRS y que el

EGM es una fuente de N alterna efectiva.
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Figura 10.7 Cinéticas de crecimiento correspondientes a los medios de cultivo: a) MRS, b) V1y
vl, ) V2 yv2,d) V3 yv3, e) V4y v4 Los datos experimentales se ajustaron al modelo Logistico
representado por la linea continua. Los tridngulos representan a los datos experimentales de los
medios Viy los rombos corresponden a los datos experimentales de los medios vi, n = 2.
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Por otra parte, se obtuvieron las cinéticas de formacion de AL correspondientes
al medio MRS, los medios de validacion codificados como V1, V2, V3 'y V4 y sus
respectivos controles codificados como v1, v2, v3 y v4 (Tabla 7.6) los cuales se

encuentran en la Figura 10.8.

Con el medio MRS (Figura 10.8 a) se obtuvo una produccion de AL de 12 g/L
aproximadamente a las 24 h, por su parte con los medios de validacion (Figura
10.8 b1, c1, e1y d1) la produccion de AL fue de cerca de 14 g/L a las 24 h, casi un
40 % mas de lo producido con los medios control (8 g/L aproximadamente).
Diversos reportes demuestran que, a diferencia de la formacion de biomasa, el
AL continda formandose hasta después de las 24 h obteniendo concentraciones
maximas hasta en 96 h (Joshi et al., 2010; Lee, 2007), por lo que se recomiendaria

aumentar el tiempo de cultivo hasta las 96 h si el objetivo fuera producir AL.
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Figura 10.8 Cinéticas de formacién de AL correspondientes a los medios de cultivo: a) MRS, b)
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medios vi, n = 2.
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En la Tabla 10.6 se muestra la concentracion de biomasa y productividad de
biomasa a las 18 h correspondiente a lo predicho por el modelo y lo obtenido
experimentalmente. Los medios de cultivo con los que se predecia la mayor
respuesta eran el V2 'y el V3 que corresponden a los niveles 1.41 de concentracién
de acetato de sodio y -1.41 de concentracién de sulfato de magnesio; sin
embargo, al realizar la validacion experimentalmente se observa que la formacion
de biomasa es similar entre tratamientos pues se obtienen valores de 3.1a 34 g

/L para la biomasa a las 18 h en todos los medios.

Ocurre lo mismo con la productividad de biomasa a las 18 h, pues, a pesar de que
se predecian valores de 0.24 g/L*h con los mejores medios de cultivo, con casi
todos se obtuvo una productividad de 0.17 g/L*h en promedio. Lo anterior indica
que, al tener una respuesta similar usando cualquier nivel establecido, se puede
decidir usar el nivel que se desee, pero se recomienda usar los niveles mas bajos
pues representan el uso de cantidades menores de acetato de sodio y de sulfato
de magnesio lo que representa un mayor ahorro en la formulacion del medio de

cultivo.
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Tabla 10.6 Valores predichos contra valores experimentales.

Nivel Medio Concentracion de biomasa Productividad de biomasa
Factor del de (g/L) (g/L*h)

factor cultivo Predichos Observados Predicho Observados

Acetato

de sodio

Sulfato V1 3.60 3.67+0.36 0.20 0.20+0.02
de +1.41

magnesio

Acetato

de sodio

Sulfato V2 4.28 3.40+0.04 0.23 0.18+004
de -1.41

magnesio

Acetato

de sodio

Sulfato V3 4.38 3.18+0.09 0.24 0.17+0.005
de +1.41

magnesio

Acetato

de sodio

Sulfato V4 2.97 3.17+0.20 0.16 0.17+£0.01
de -1.41

magnesio

Acetato

de sodio

Sulfato N/A MRS 3.7+0.06 0.20+0.003

de

magnesio

+1.41

+1.41

-1.41

-1.41

Las respuestas obtenidas con los medios alternativos son similares a lo obtenido
con el medio MRS y se debe considerar que se logré eliminando las fuentes mas
costosas del medio y adicionando una fuente mas econdmica, que aporta
nutrientes en forma similar que el EC y la PC, ademas los valores observados

fueron cercanos a los valores predichos.

Verificacidon de viabilidad en células

Finalmente, se comprobo la viabilidad de las celulas bacterianas crecidas en los

medios MRS, V1, V2, V3, V4 y sus respectivos controles (v1, v2, v3 y v4) mediante
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10. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

la técnica de la cuenta en placa descrita en el punto 7.7. Se sembraron cultivos de
18 y 24 h para comparar en qué tiempo de cultivo hay mas células viables, las
siembras se realizaron por cuadruplicado para las diluciones 1x108, 1x10” y 1x108,

los resultados se encuentran en la Figura 10.9.

Con el medio MRS se obtuvo una concentracion de células de (4+0.4)x10°
UFC/mLa las 18 h mientras que con los medios V1, V2 y V4 se observé una mayor
cantidad de células viables a las 18 h, incluso mas que con el medio MRS
alcanzando concentraciones de (5+0.2)x10° UFC/mL aproximadamente. En
contraparte en el medio V4 se observaron menos células (3+0.4)x10° UFC/mL; sin
embargo, se presentd un mayor crecimiento con los medios alternos (medios Vi)
que con sus respectivos controles, pues en promedio se observaron (2+0.3)x10°

UFC/mL.

Por otro lado, en algunos casos hubo una mayor concentracion de UFC/mL a las
24 h que a las 18 h como en el medio MRS y el V1 que ademas fue el medio
donde se observaron el mayor nimero de células de la cepa (5.5+0.3)x10°
UFC/mL. También en el medio V3 se observé mayor valor de UFC/mL a las 24 que
a las 18 h con casi (4+0.2)x10° UFC/mL. Es el mismo caso para los medios v1y v2

donde se alcanzaron (2.5+0.3)x10° UFC/mL.

En los demas casos (medios V2, V4, v3 y v4) las UFC/mL fue mayor a las 18 h en
comparacion con las 24 h. Lo anterior puede deberse a que, en esos casos, las
células comienzan a morir porque ya no hay nutrientes disponibles, lo cual
concuerda con lo observado en las cinéticas de crecimiento en donde entre las

12 y 18 h comenzaba la fase estacionaria.
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RS V1 vl V2 v2 V3 v3 V4 v4

Figura 10.9 Cuenta en placa de células viables correspondiente a L. plantarum B031 cultivado en
medio MRS, V1, V2, V3, V4 y sus respectivos controles (v1, v2, v3 y v4). Los datos muestran los
promedios, n = 12, las lineas negras representan a la desviacion estandar. Las barras moradas
pertenecen a los cultivos de 18 h y las negras a los cultivos de 24 h.

6.00E+09

5.00E+09 +

4.00E+09

3.00E+09
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Asimismo, se analizé el factor de incremento del nUmero de células viables en
UFC/mL comparando el medio MRS con los medios alternos (medios V) y los
medios control (medios v;) contra los medios alternos (medios Vi), de esta manera
se contrastd la magnitud del aumento en el nUmero de células viables a las 18 y

24 h de cultivos sembrados. En la Tabla 10.7 se muestran dichos analisis.

Los medios de cultivo que presentaron un ligero aumento comparados con el
medio MRS fueron el medio V1, V2 y V4 con un 26, 12y 22 % mas de células que
lo obtenido con el medio MRS sembrado de un cultivo de 18 h. En cambio, en
cultivos de 24 h no se observaron aumentos de células comparando con el medio
MRS sino una disminucién del 25 % aproximadamente de los medios alternos

(medios V).

Por otra parte, en comparacion con los medios control respectivos (medios vi) en
todos los casos se presentd un aumento de entre 2 y 3 veces con los medios

alternos (medios V), el mayor aumento se presento en cultivos de 18 h, excepto
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10. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO

para el medio V3 en donde hubo un mayor aumento en cultivos de 24 h. Esto
puede ser un indicio de que los nutrientes en los medios alternos se encuentran
mas disponibles que en el medio MRS y en los controles pues la cepa crece mejor
y mas rapido en un tiempo de cultivo de 18 h comparado con un cultivo de 24 h
por lo que la recomendacion al emplear dicho medio de cultivo es cosechar las

células a las 18 h.

Tabla 10.7 Factor de incremento de los medios M comparado con los medios
MRS y medios control respectivos.

Factor de incremento

Medio
18 h 24 h
MRS vs V1 1.26 1.04
MRS vs V2 1.12 0.65
MRS vs V3 0.76 0.71
MRS vs V4 1.22 0.65
V1vs v 3.23 2.23
V2 vs v2 2.04 1.30
V3 vsv3 1.79 3.90
V4 vs v4 2.33 2.11

Con estos resultados se compro la viabilidad de las células crecidas en los medios
alternos por lo que el EGM es una fuente de N y demas nutrientes que aporta los
nutrientes de manera similar que el ECy la PCy cuyos costos son mucho menores

(alrededor de un 90 % menos del costo del EC y la PC).

10.4 Conclusiones parciales

El establecimiento de las condiciones ambientales (pH y temperatura) y de
concentraciones de otros componentes del medio MRS asi como la combinacién
de los niveles del acetato de sodio y sulfato de magnesio permitio disefiar un
medio de cultivo de bajo costo con el que se obtuvieron concentraciones de

biomasa y productividades semejantes a las obtenidas con el medio MRS,
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mediante el uso de metodologias estadisticas con lo que se mostré6 que los
términos cuadraticos y lineales de los factores tuvieron un efecto significativo

sobre las respuestas.

También se pudo comprobar que el EGM promueve el buen desarrollo de células
viables frente al medio MRS gracias a los nutrientes que contiene. La combinacion
del uso de disefos experimentales como el PB y el DFCC acoplado a la MSR se
pueden aplicar también para optimizar la produccion de metabolitos por BAL y

biomasa en niveles industriales.
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11. ENSAYOS DE INHIBICION DE CRECIMIENTO DE Aspergillus
carbonarius

Debido a que el objetivo de crecer a la BAL en un medio de cultivo disefiado es
emplearla como agente de control bioldgico contra la produccion de OTA, se
llevaron a cabo pruebas de inhibicion del crecimiento de A. carbonarius. Para ello
se realizaron cultivos de A. carbonarius empleando la técnica de medios
envenenados por una parte con el extracto libre de células (ELC) y por otra a las
células de la BAL correspondientes a los cultivos de los medios MRS, V1y v1, pues

es en donde se encontré el mayor nimero de células viables.

11.1 Efecto del extracto libre de células sobre el crecimiento de A.

carbonarius

En esta técnica se empled el ELC de 24 y 96 h de uno de los tratamientos
empleados en la validacién del modelo (medio V1), su control respectivo (medio
v1) y el medio MRS. Se prepararon cajas Petri de acuerdo con lo sefialado en la

Tabla 7.11.

Se observd y midio el crecimiento radial del hongo cultivado en medios
envenenados con ELC de 24 y 96 h cada 24 h durante 6 dias En la Figura 11.1 se
muestra el crecimiento radial de A. carbonarius en los medios envenenados con

ELC de 24 h.

Se puede apreciar el crecimiento radial de A. carbonarius durante su cultivo. Se
distingue mayormente la inhibicion con el medio MRS con agar PDA pues,
comparado con su respectivo control, el crecimiento micelial y la formacién de
esporas es mucho menor, ademas, la coloracion de las esporas es de color café,

que no es el caracteristico color negro probablemente por la disminucién o
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ausencia de melanina debida a un mecanismo de defensa del hongo contra los

productos de fermentacién de las BAL (Bloomfield & Alexander, 1967).

Por otro lado, el crecimiento de A. carbonarius en el medio formulado con EGM
(medio V1) y agar PDA se ve ligeramente disminuido comparado con su control;
en contraparte con lo observado en el medio MRS, se observa el desarrollo de
esporas de manera acelerada, posiblemente como un mecanismo de defensa del
hongo en contra de los acidos organicos y otros compuestos producidos por la

BAL (Breakspear & Momany, 2007).

En el caso de los cultivos formulados con agar PDA y el medio sin EGM (medio
v1) no se observo un efecto inhibitorio, de hecho, el hongo creci6 mas en
presencia de ELC que con su respectivo control probablemente debido a que en
dicho medio, la BAL no produjo suficientes acidos organicos debido a la falta de
nutrientes en el medio de cultivo lo cual permitié que el hongo se desarrollara

casi de manera normal.
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Medio
de Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Cultivo

Blanco
MRS

MRS

Blanco
\Al

v1i

Blanco
vi

vi

Figura 11.1 Cultivo de A. carbonarius en medios envenenados con extracto libre de células de 24
h correspondiente a los medios MRS, V1 y v1.

En la Figura 11.2 se muestra el crecimiento radial de A. carbonarius en los medios
envenenados con ELC de 96 h. En este caso se muestra algo similar a lo ocurrido
con los ELC de 24 h pues tanto con el medio MRS con PDA y con el medio con
EGM y PDA se observa el crecimiento radial del hongo un poco menor que con
sus respectivos controles, en cambio, hay un mayor crecimiento radial del hongo

con el medio sin EGM (medio v1) y PDA que con su respectivo control.

Por otra parte, a partir del sexto dia de cultivo, el hongo alcanzo a colonizar toda
la superficie de la caja Petri en todos los casos por lo que el efecto inhibitorio se
presenta del primer dia hasta el quinto. En otros estudios también se habia

encontrado que a partir del quinto dia de cultivo el efecto inhibitorio disminuye
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probablemente por la pérdida de actividad de los metabolitos de la BAL y se
concluyd que el biocontrol que ejerce la BAL es de tipo fungiestatico (Amador

Hernandez, 2019; Belkacem-Hanfi et al,, 2014; Djossou et al., 2011a).

/

Medio de
Cultivo

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 i Dia 6

Blanco
MRS

MRS

Blanco
Vi

vi

vi

Figura 11.2 Cultivo de A. carbonarius en medios envenenados con extracto libre de células de
96 h correspondiente a los medios MRS, V1 y v1.

Para estudiar cuantitativamente el efecto del ELC sobre el crecimiento de A.
carbonarius se midio el crecimiento radial en todos los tratamientos y se calculd
la inhibicién (%) como se describe en el punto 7.11.1. La Figura 11.3 muestra la
inhibicién del crecimiento radial del hongo (%) cultivado en medios envenenados

con ELC de 24 h.

Se muestra un efecto inhibitorio de los medios con ELC del medio con EGM

(medio V1) del dia 1 hasta el dia 4 con una disminucién de la inhibicion del
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crecimiento a través del tiempo, en el segundo y tercer dia la inhibicion fue de 30
y 20 % respectivamente por lo que presentd un menor efecto inhibitorio
comparado con el ELC del medio MRS en donde la inhibicion fue del doble (70 y
60 % en el segundo y tercer dia). Lo anterior pudo deberse a que la BAL produjo
en pocas cantidades o no fue capaz de producir los acidos organicos con
actividad fungiestatica como el acido propidnico, el acido acético y otros
compuestos (Batish & Roy, 1997) en el medio formulado con EGM aunque en
este estudio no se midié la formacién de dichos acidos; sin embargo, se mantuvo,
muy probablemente, un bajo pH debido a la formacion de AL lo que propicié un

ambiente desfavorable para el crecimiento del hongo.

El ELC del medio sin EGM (medio v1) presentd un efecto inhibitorio sélo hasta el
segundo dia de cultivo, posiblemente debido a que no se formaron los acidos
organicos y otros compuestos con capacidad fungiestatica y el AL se formé en
pocas cantidades (< 10 g/L) por lo que no fue capaz de inhibir el crecimiento del

hongo.

100 -

70 +
60 +
50 T+
40 +

30 T+

Inhibiciéon de crecimiento (%)

20 +

T

T

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Figura 11.3 Inhibicion del crecimiento radial de A. carbonarius en medios envenenados con ELC
de 24 h Las barras color negro corresponden al ELC del medio MRS, las barras con lineas son del
ELC del medio V1 y las barras color gris pertenecen al ELC del medio v1. La linea negra representa
la desviacion estandar, n = 3.

104



11.  ENSAYOS DE INHIBICION DE CRECIMIENTO DE A. carbonarius

Para comprobar si los metabolitos formados por la BAL a las 96 h tenian un mayor
o menor efecto inhibitorio sobre el crecimiento radial del hongo se estim¢ la
inhibicion (%) de la misma manera que para el ensayo anterior. La Figura 11.4

muestra la inhibicion usando medios envenenados con ELC de 96 h.

Comparado con el ELC de 24 h, se mostré una mayor reduccién del crecimiento
radial con ELC de 96 h del medio con EGM (medio V1) pues en el sequndo y tercer
dia se inhibio un 50 y 30 % respectivamente, en el caso del ELC del medio MRS la
inhibicion se mantuvo igual que en cultivos de 24 h. Una posible razén seria que
la BAL requiere mas tiempo de cultivo para producir todos los metabolitos
responsables de la actividad fungiestatica como el acido acético y acido
propidnico, por lo tanto, una recomendacion es medir la produccion de estos

metabolitos en medio con EGM hasta las 96 h y comprobar lo sugerido.

Por el contrario, el ELC del medio sin EGM (medio v1) no presentd inhibicion
después del segundo dia, de la misma manera que habia ocurrido con ELC de 24
h lo cual indica que la BAL no fue capaz de producir mas metabolitos en ningun

tiempo de cultivo (24 y 96 h) por la carencia de nutrientes disponibles en el medio.
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Figura 11.4 Inhibicion del crecimiento radial de A. carbonarius en medios envenenados con ELC
de 96 h Las barras color negro corresponden al ELC del medio MRS, las barras con lineas son del
ELC del medio V1 y las barras color gris pertenecen al ELC del medio v1. La linea negra representa
la desviacién estandar, n = 3.

11.2 Efecto de células de BAL sobre el crecimiento de A. carbonarius

En esta técnica se emplearon las células del cultivo de 24 h de uno de los
tratamientos empleados en la validacion del modelo (medio V1), su control
respectivo (medio v1) y el medio MRS. Se prepararon placas Petri de acuerdo con

lo senalado en la Tabla 7.12.

Se midié el crecimiento radial del hongo cada 24 h durante 6 dias y se estim¢ la
inhibicidn (%) como se describe en el punto 7.11.1. En la Figura 11.5 se muestra
el crecimiento radial de A. carbonarius en los medios envenenados con células
BAL de 24 h. El desarrollo normal del crecimiento del hongo (medio control) es
diferente de lo observado en el medio MRS y V1 pues se observa la formacion de
halos concéntricos de esporas en los medios control y v1, mientras que bajo
condiciones de estrés (medio MRS y V1) se refleja la sobre produccion de esporas

pues el hongo acelera su desarrollo para desplazar a la BAL (Valerio et al., 2009).
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Medio
de Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Cultivo

Blanco

MRS

VAl

vi

Figura 11.5 Cultivo de A. carbonarius en medios envenenados con células BAL crecidas en los
medios MRS, V1 y v1.

De manera similar a lo estudiado con el ELC, se calculé la inhibicion (%) de
crecimiento radial del hongo en medios con células de BAL, los resultados se
muestran en la Figura 11.6. El efecto inhibitorio es mucho menor que el
presentado con el ELC, pues aun con las células del medio MRS la inhibicién es
baja en el segundo y tercer dia (20 y 10 % respectivamente), por otra parte, el
medio con EGM (medio V1) no mostré un efecto inhibitorio considerable (< 10
%), en cambio las células del medio sin EGM (medio v1) presentaron un efecto
inhibitorio mayor que el de las células del medio con EGM aunque muy bajo (10
%). Ademas, después del tercer dia de cultivo no se observd inhibicion del

crecimiento radial de A. carbonarius.

Se ha estudiado que un posible mecanismo antifingico de las BAL es debido a la
adhesién superficial de éstas sobre esporas fingicas provocando dafo superficial
en esporas (Amador-Hernandez, 2019); sin embargo, en este caso probablemente
las células no pudieron adherirse bien al hongo y por eso presentaron un menor

efecto inhibitorio que el ELC, por lo que se recomienda realizar un analisis mas
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profundo de la interacciéon de las BAL cultivadas en medio con EGM con las

esporas del hongo.
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Figura 11.6 Inhibicion del crecimiento radial de A. carbonarius en medios envenenados con
células de BAL Las barras color negro corresponden a las células del medio MRS, las barras con
lineas representan a las células del medio V1 y las barras color gris pertenecen a las células del
medio v1. La linea negra representa la desviacion estandar, n = 3.

11.3 Conclusiones parciales

Se comprd la actividad antifungica de L. plantarum sobre A. carbonarius con el
ELC de 24 y 96 h de cultivo de BAL; sin embargo, el mayor efecto inhibitorio se
muestra con el ELC de 96 h por lo que se recomienda realizar analisis de la
formacién de acidos organicos y otros metabolitos producidos por la BAL en
tiempos de cultivo mas prolongados (hasta 96 h) y buscar estrategias para

mejorar la produccién de dichos metabolitos en un medio formulado con EGM.

Por otro lado, es importante llevar a cabo ensayos de absorcion de OTA por BAL
cultivadas en el medio con EGM para confirmar a profundidad no solo el efecto

inhibitorio del crecimiento sino de la eliminacion de OTA por BAL.
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12. CONCLUSIONES GENERALES

L. plantarum B031 mostrd un desarrollo similar al medio MRS para la produccion
de biomasa y productividad en presencia de EGM, ademas, el medio MRS, que
permite cultivar lactobacilos, no es adecuado para su uso en grandes cantidades
debido a su alto costo. Por lo tanto, en este estudio se presenta un medio de
cultivo econdmico que tiene el potencial de poder ser empleado a gran escala,

no solo para la cepa de estudio L. plantarum sino también para otras BAL.

En el presente estudio, los componentes costosos del medio de cultivo MRS
fueron reemplazados por EGM. El germen de malta es un residuo de la industria
cervecera que en ocasiones se usa como alimento para rumiantes por su
composicion rica en proteinas, péptidos, aminoacidos, purinas, pirimidinas y
vitaminas, lo que vuelven al EGM una alternativa atractiva y econémica al ECy la

PC.

En general, se observaron diferencias entre los tratamientos evaluados,
demostrando que los factores que tuvieron un mayor efecto sobre las distintas
respuestas fueron la concentracién de glucosa, acetato de sodio y sulfato de
magnesio por lo que la estrategia experimental utilizada nos permitié encontrar
una fuente alternativa de N mas econémica que el EC y la PC, pues la cepa fue

capaz de crecer en un medio de cultivo formulado con EGM.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que un medio de
cultivo formulado con EGM es una alternativa econdmica y muy competente con
el medio de cultivo MRS. El costo final del medio se estimé en aproximadamente

un 30 % menos que el medio MRS.
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Se comprobd el efecto inhibitorio de L. plantarum sobre A. carbonarius con el ELC
de 24 y 96 h de cultivo de BAL; sin embargo, el mayor efecto inhibitorio se
muestra con el ELC de 96 h por lo que se recomienda realizar analisis de la
formacion de acidos organicos y otros metabolitos producidos por la BAL en
tiempos de cultivo mas prolongados (hasta 96 h) y buscar estrategias para

mejorar la produccién de dichos metabolitos en un medio formulado con EGM.

Es necesario investigar mas a fondo los productos de fermentacion de L.
plantarum en un tiempo de cultivo prolongado para mejorar su capacidad
inhibitoria de hongos filamentosos y probablemente suplementar al medio de

cultivo para apoyar la actividad fungiestatica.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Composicion de medio de cultivo CYA, Czapek concentrado y PDA.

Tabla A1.1 Composicion de medio de cultivo CYA

Ingrediente Cantidad
(9/L)
KoHPO4 1
Extracto de levadura 5
Sacarosa 30
Agar bacteriolégico 8¢
Czapek concentrado* 10 mL

Tabla A1.2 Composicion del medio de cultivo Czapek concentrado

Ingrediente Cantidad
(g9/L)
KCI 5
NaNOs 20
Sulfato ferroso 0.1
Sulfato de magnesio 5

Tabla A1.3 Composicion del medio de cultivo PDA

Ingrediente Cantidad
(9/L)
Infusion de Papa a partir 4 o*
de 200 g g
Dextrosa 20
Agar bacteriolégico 15

*4.0 g de extracto de papa es equivalente a
200 g de infusion de papas
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Anexo 2. Curva de calibracion para cuantificaciéon de proteina por el método

del BCA
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Figura A2.1 Curva de calibracion para cuantificacion de proteinas con estandar
de albimina sérica bovina (BSA por sus siglas en inglés).
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Anexo 3. Curva de calibracién para la cuantificacion de acido lactico
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Figura A3.1 Curva de calibracion para la cuantificacion de acido lactico con
estandar de acido lactico
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Anexo 4. Cajas Petri con medios formulados con fuentes de N alternas

Figura A4.1 Cajas Petri con medios de cultivo formulados con harina de soya,
harina de trigo, cacahuate, levadura de pan, lenteja y aislado de suero de leche.
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