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Resumen 

Los biosurfactantes (BS) lipopeptídicos producidos por Bacillus tienen aplicaciones en 

diferentes áreas de la industria. Los lipopéptidos (LP) se han producido principalmente en 

fermentación líquida (FML), la cual presenta formación de espuma asociada con la producción 

de BS y un incremento en la viscosidad del medio debido a la producción de exopolisacáridos, 

lo que provoca una baja transferencia de oxígeno. Dichas situaciones aumentan los costos de 

producción y bajan la concentración del producto. Por otro lado, la fermentación sólida (FMS) no 

presenta dichos problemas y son escasos pero satisfactorios los reportes de producción de LP 

en este tipo de cultivo, los cuales, en su mayoría han utilizado soportes naturales (no inertes), 

residuos agrícolas o medios de cultivo complejos, que dificultan la recuperación, purificación y 

análisis del producto. El objetivo fue desarrollar un bioproceso con alta producción de LP en FMS 

utilizando un medio definido adsorbido en un soporte inerte como la espuma de poliuretano (PUF) 

para facilitar el control del bioproceso, recuperación, análisis de los productos y comparación con 

la FML. De esta forma, identificar y comprender la relación entre los metabolismos primario y 

secundario; y algunos nutrientes limitantes con el bioproceso, ya que poco se les ha investigado.  

En la parte I del trabajo se utilizó B. subtilis ATCC 6633 para las experimentaciones las cuales 

incluyen: mejorar la cepa por mutagénesis inducida, seleccionar el soporte inerte que más 

beneficia el bioproceso y evaluar el efecto C/N del medio de cultivo en la producción de los LP. 

Se encontró que la PUF, es el soporte que permitiría producir mayor cantidad de LP y se obtuvo 

que el nitrato de amonio y la relación C/N=17.1, es la condición que permitió la mayor 

concentración de LP. En la parte II se estudiaron diferentes cepas en FML y FMS, cuatro 

silvestres y una mutante (incapaz de desarrollar biopelícula). Las cepas silvestres revelaron una 

mayor producción de LP y biomasa, consumo de glucosa y una menor síntesis de metabolitos 

primarios en FMS que FML. Sin embargo, la cepa mutante presentó una producción ligeramente 

mayor de metabolitos primarios en FMS que FML. El análisis del balance de carbono mostró que 

el flujo de carbono se dirige principalmente a los LP en FMS, mientras que, en FML, se dirige a 

la producción de metabolitos primarios. 

Se desarrolló un bioproceso en FMS con alta producción de LP de fengicina (2.7 g/L) e iturina 

(1.2 g/L) utilizando un medio definido adsorbido en un soporte inerte por la cepa Bacillus subtilis 

ATCC 21332. Las concentraciones alcanzadas son mayores a las reportadas en la literatura por 

cepas silvestres. Este es el primer reporte que utiliza en FMS PUF en la producción de LP, 

facilitando la recuperación y análisis del producto como de glucosa y biomasa. Además, es el 

primer estudio que presenta la producción cuantitativa de fengicina por FMS.  
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Abstract 

The lipopeptide biosurfactants produced by Bacillus, have applications in different fields 

of industry. Lipopeptides have been mainly carried out in submerged fermentation which presents 

foaming associated with biosurfactant production. Besides, some increase in medium viscosity is 

due to the production of exopolysaccharides by some strains. Foaming and high viscosity 

decrease oxygen transfer, increasing the production costs and diminishing product concentration. 

On the other hand, solid-state fermentation does not present such problems and Reports of 

lipopeptide production in solid-state fermentation are scarce but satisfactory and have mostly 

used natural supports (non-inert material), agro-industrial residues, or complex culture media, 

which hinders recovery, purification, and analysis of the product. The aim of the work was to 

develop a bioprocess with higher LP production in solid-state fermentation with a defined medium 

adsorbed on an inert support such as polyurethane foam. The above facilitate the control of the 

bioprocess, recovery, analysis of the products, and comparison with submerged fermentation. In 

this way, identify and understand the relationship between secondary and primary metabolism 

and some limiting nutrients with the bioprocess. 

Part I of this work used Bacillus subtilis ATCC 6633 for the tests as improvement of the 

strain, selection of the most favorable solid support, and the effect of C/N on LP production. 

Polyurethane foam is the support that could allow the greatest lipopeptide production. The 

ammonium nitrate and C/N 17.1, was the most favorable condition for the bioprocess. For Part II, 

different strains were studied in solid and submerged fermentation, four wild and one mutant strain 

(unable to develop biofilm). The wild-type strains revealed a higher production of lipopeptides and 

biomass, glucose consumption, and a lower synthesis of primary metabolites in solid-state 

fermentation than in submerged. However, the mutant strain produced a slightly higher production 

of primary metabolites in solid fermentation than in submerged. The analysis of the carbon 

balance showed that the carbon flux is directed mainly to lipopeptides in solid-state fermentation, 

whereas, in submerged fermentation, it is directed to the production of primary metabolites. 

In the present work, a bioprocess is developed in solid-state fermentation with high 

lipopeptide production, mainly fengycin (2.7 g/L) and iturin (1.2 g/L) using a defined medium 

adsorbed on inert support by the Bacillus subtilis ATCC 21332. The concentrations reached are 

higher than those reported in the literature by wild strains. To the best of my knowledge, this is 

the first report that uses polyurethane foam in solid-state fermentation for lipopeptide production, 

facilitating the recovery and analysis of the product, as well as glucose and biomass. Furthermore, 

this is the first study to present the quantitative production of fengycin by solid fermentation.  
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Introducción 

La investigación de la producción de biosurfactantes lipopeptídicos ha sido de gran interés 

en los últimos años debido a la variedad de aplicaciones de estas biomoléculas en la industria 

farmacéutica, cosmética, biomédica, alimentaria, química, petrolera, de biorremediación, cuidado 

personal, entre otros (Rangarajan et al., 2015; Slivinski et al., 2012; H. Zhao et al., 2017). Los 

biosurfactantes (BS) son moléculas anfifílicas producidas por microorganismos; dentro de estos, 

se encuentran los lipopéptidos (Banat et al., 2021). Los lipopéptidos (LP) producidos por cepas 

del género Bacillus son los más estudiados y se encuentran agrupados en tres familias: 

surfactina, fengicina e iturina; todas ellas integradas por variantes con diferencias en su cadena 

peptídica y la estructura del ácido graso (de Souza et al., 2018). 

La producción de LP ha sido muy estudiada en fermentación líquida (FML) a partir de medios 

de cultivo complejos (Datta et al., 2018). Este tipo de procesos presenta baja productividad 

debido a la formación de espuma, el incremento en la viscosidad del medio y la baja transferencia 

de oxígeno que genera también un incremento de costos de producción (Thomas et al., 2013). 

Para solucionar estos problemas, se han evaluado diferentes tipos de biorreactores para la 

producción de LP; tales como, el de discos giratorios, biopelícula y contactores de membrana de 

aire/líquido (François Coutte et al., 2017). La fermentación en medio sólido (FMS) también ha 

sido utilizada ya que presenta coeficiente de transferencia de oxígeno más alto en comparación 

con la FML debido al bajo contenido de agua (de 40 a 70%) y la mayor área superficial 

(Raghavarao et al., 2003). Además, en FMS no se favorece la generación de espuma (Piedrahíta-

Aguirre & Monte Alegre, 2014). 

La FMS ha sido utilizada satisfactoriamente para la producción de LP a partir de subproductos 

y residuos agroindustriales (Costa et al., 2018); sin embargo, este tipo de materiales dificulta la 

recuperación y purificación del producto (Lima-Pérez et al., 2019). Por lo tanto, en este trabajo 

se utilizó como soporte inerte espuma de poliuretano el cual se impregna con un medio de cultivo 

definido, facilitando la comprensión de la fisiología y bioquímica del microorganismo, el control 

del bioproceso y la recuperación del producto (Ooijkaas et al., 2000).  

Entre las estrategias más utilizadas para incrementar la producción de los lipopéptidos y 

disminuir costos de producción y separación se encuentran: el uso de cepas sobreproductoras, 

mutantes o recombinantes y la optimización de las condiciones de cultivo (Mondragón, 2011). 

Esta tesis se desarrolló en dos etapas: la etapa I comprende la selección y caracterización de los 

soportes susceptibles de ser utilizados para los estudios de FMS, la evaluación del efecto de la 
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relación carbono/nitrógeno en la producción de LP por FMS y la mutagénesis inducida con luz 

ultravioleta para incrementar la producción de LP en FMS. La etapa II presenta la comparación 

de varias cepas de Bacillus para determinar las familias, compuestos homólogos y 

concentraciones de los LP producidos en FMS y FML; y la caracterización cinética de producción 

de biomasa, LP, algunos metabolitos primarios (lactato, acetato, acetoína y 2,3-butanodiol) y 

consumo de glucosa a partir de las cepas que presentaron los mayores y menores niveles de 

producción de LP en ambos tipos de cultivo. Lo anterior, con el fin de una mejor comprensión de 

la producción de LP en FMS y FML. 
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1. Revisión bibliográfica 

1.1 Generalidades de los surfactantes 

El término surfactante proviene de la contracción de la expresión en inglés SURFace ACTive 

AgeNT, en español agente tensioactivo. Esto implica que un surfactante reduce la energía libre 

de una superficie. Por ejemplo, la superficie del agua. Los surfactantes son moléculas anfifílicas, 

constituidos por dos motivos moleculares: una parte hidrofílica y una lipofílica. La primera es el 

componente que presenta afinidad hacia medios polares como el agua, mientras que la lipofílica 

(o hidrofóbica) es el componente que presenta afinidad por medios apolares como las grasas y 

los aceites. Así, las moléculas son atraídas a interfases entre una fase polar y no polar (Holmberg, 

2019). Esta característica les confiere, en primer lugar, la capacidad de reducir la tensión 

superficial de los líquidos, la tensión interfacial entre interfases líquido-líquido y líquido-sólido y 

en segundo lugar, formar micelas y microemulsiones entre dos fases diferentes (Banat et al., 

2010; Sailatha et al., 2016).  

Los surfactantes pueden actuar como emulsificantes, espumantes, detergentes, dispersantes 

y humectantes. Los emulsificantes pueden diseminar un líquido en otro (como gotitas 

microscópicas) que conduce a la mezcla moderadamente homogénea de dos líquidos 

inmiscibles. Los espumantes se concentran en la interfase gas-líquido conduciendo a la 

formación de burbujas a través del líquido y en la interfase la formación de espuma. Los 

detergentes son sustancias que tienen la propiedad química de disolver suciedad o impurezas 

de un objeto sin causar corrosión. Los dispersantes reducen la atracción cohesiva entre 

partículas similares manteniendo las partículas insolubles en suspensión para prevenir las 

agregaciones entre sí (Satpute et al., 2010). Los humectantes reducen la tensión superficial del 

líquido en una superficie haciendo que el líquido se extienda y se adhiera a la superficie (Sailatha 

et al., 2016). 

La concentración micelar crítica (CMC) relacionada con la capacidad de reducir la tensión 

superficial, se utiliza comúnmente para medir la eficiencia de los surfactantes. La CMC se define 

como la concentración del surfactante en la cual se forma la primera micela; a partir de esa 

concentración, más surfactante, solo da más micelas y la tensión superficial se mantiene 

aproximadamente constante. Una CMC de valor bajo indica que la micela se auto ensambla a 

una concentración baja, es decir, se requiere de menos surfactante para una aplicación 

determinada (Holmberg, 2019). Otro parámetro utilizado para caracterizar los surfactantes es el 
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balance hidrofílico-lipofílico (HLB, por sus siglas en inglés). El cual refiere a la evaluación del 

tamaño y longitud de la parte hidrofílica y lipofílica del surfactante. Como resultado, el rango de 

la escala es de 0 a 20. De 3.5 a 6.0, los surfactantes son más adecuados para emulsiones agua 

en aceite y de 8 a 18 para emulsiones aceite en agua (Zheng et al., 2015). 

Los surfactantes son útiles en la elaboración de diversos productos. Por ejemplo de 

detergentes de limpieza del hogar, tratamiento del cuero, cuidado personal, textiles, pinturas, 

polímeros, formulaciones de plaguicidas, farmacéuticos, minería, extracción de petróleo, 

manufactura de pulpa y fabricación de papel industrial (Sailatha et al., 2016). El consumo mundial 

de surfactantes ha crecido notablemente en las últimas décadas y su mercado es proyectado en 

alcanzar 52.4 mil millones de dólares para el 2025 a partir de 42.1 mil millones de dólares en el 

2020. Este crecimiento es debido al crecimiento poblacional y de urbanización en el pacífico 

asiático. Además, siendo los surfactantes componentes en productos como el desinfectante de 

manos. Su demanda ha aumentado ya que se usa como prevención a la COVID-19 

(MarketsandMarkets, 2020).  

Los surfactantes según su origen pueden ser químicos o biológicos. Los surfactantes 

sintetizados químicamente provienen de fuentes petroquímicas u oleoquímicas. Se clasifican 

principalmente en tres tipos según su carga: aniónicos, no iónicos y catiónicos. Los surfactantes 

más utilizados son los alquil-bencenosulfonatos lineales, los etoxilatos de alquilfenol y los 

compuestos de amonio cuaternario. Otros surfactantes menos utilizados son los alquil etoxi 

sulfatos, alquil sulfatos y alquil etoxilatos (Sailatha et al., 2016). Respecto a los surfactantes 

biológicos, estos son descritos en la siguiente sección. 

1.2 Generalidades de los biosurfactantes 

Los surfactantes biológicos o biosurfactantes (BS), son producidos por microorganismos 

como bacterias y hongos (incluyendo las levaduras). Los BS son compuestos activos de 

superficie; están constituidos comúnmente de una parte hidrofóbica la cual comprende ácidos 

grasos o ácidos grasos hidroxilados en cadenas de longitudes entre 8 a 18 átomos de carbono y 

una región hidrofílica en la que se pueden encontrar grupos éster, hidroxilo, fosfato o carboxilo, 

o estructuras más complejas como carbohidratos, péptidos o proteínas (Henkel et al., 2017). 

Los BS aumentan la biodisponibilidad de sustratos hidrofóbicos, mediante el aumento de su 

solubilidad aparente o por la desorción de los mismos desde las superficies regulando la unión y 

separación de los microorganismos hacia y desde las superficies (Rosenberg & Ron, 2013). Cada 
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tipo de BS es producido por un pequeño número de microorganismos de los géneros 

Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus y Candida (Singh et al., 2018). Además, su tipo, calidad, 

cantidad y aplicación, están influenciados por la especie del microorganismo, las condiciones de 

cultivo y del crecimiento microbiano (Reis et al., 2013). Las cepas silvestres productoras de BS 

cultivadas por procesos optimizados alcanzan concentraciones máximas de 422 g/L de 

soforolípidos, 45 g/L de ramnolípidos,106 g/L de lípidos de manosileritritol, 3.6 g/L de surfactina, 

4.4 g/L de iturina y 3.5 g/L de fengicina (Kügler et al., 2015; Li, 2017; Wei et al., 2010; Zohora et 

al., 2013).  

Actualmente, existen empresas que venden BS o los incluye en los productos que 

comercializan. Algunas empresas son AGAE Technologies, LLC (www.agaetech.com/ 

consultado el 06 de Mayo 2021), Jeneil Biotech, Inc (www.jeneilbiotech.com consultado el 06 de 

Mayo 2021), Biotensidon GmbH (www.biotensidon.com consultado el 06 de Mayo 2021), 

Givaudan (www.givaudan.com consultado el 06 de Mayo 2021), HTSBIO Laboratories 

(www.htsbio.com consultado el 06 de Mayo 2021), z bioscience (www.zbioscience.com 

consultado el 06 de Mayo 2021), Natsurfact (www.natsurfact.com consultado el 06 de Mayo 

2021), Kao (www.kao.com/global/en/worldwide.html consultado el 06 de Mayo 2021), Lipofabrik 

(www.lipofabrik.com/#home consultado el 06 de Mayo 2021), entre otras. Adicionalmente, en 

medio de la crisis de la COVID-19, el mercado global de BS se estimó en 4.5 mil millones de 

dólares en el año 2020, y se proyecta que alcance 6.5 mil millones de dólares para 2027 

(MarketResearch, 2021). 

1.2.1 Biosurfactantes versus surfactantes químicos 

El aumento de la conciencia ambiental y la necesidad de una industria sostenible han 

estimulado la producción de BS como posibles sustitutos de los surfactantes químicos ya que 

presentan ventajas tales como, producirse a partir de materias primas renovables y sustratos 

agroindustriales, demostrar estabilidad en condiciones extremas de pH, temperatura y salinidad, 

ser menos tóxicos, biodegradarse fácilmente y ser menos perjudiciales para el medio ambiente; 

sin embargo, presentan algunas desventajas; como, dificultades en la optimización del proceso, 

altos costos de producción y purificación, baja productividad, difícil recuperación y variaciones en 

las características del producto que inciden en el precio y hacen que estos productos naturales 

sean menos competitivos en comparación con los surfactantes químicos (Ribeiro et al., 2020)  

http://www.agaetech.com/
http://www.jeneilbiotech.com/
http://www.biotensidon.com/
http://www.givaudan.com/
http://www.htsbio.com/
http://www.zbioscience.com/
http://www.natsurfact.com/
http://www.kao.com/global/en/worldwide.html
http://www.lipofabrik.com/#home
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1.2.2 Clasificación de los biosurfactantes 

Los BS se pueden agrupar con base en su peso molecular en BS de bajo peso molecular (< 

10 KDa) como los glicolípidos y lipopéptidos y BS de alto peso molecular (> 10 KDa) que están 

constituidos por polisacáridos o proteínas (Rosenberg & Ron, 2013); también se pueden clasificar 

según su origen microbiano y su estructura química (Shafiei et al., 2014). Según su estructura 

química se clasifican en glicolípidos, fosfolípidos, poliméricos, particulados y lipopéptidos. Este 

último ampliamente estudiado por su variedad de aplicaciones biotecnológicas (Beltran-Gracia 

et al., 2017). En la Tabla 1, se presentan los diferentes grupos de BS con algunos ejemplos de 

sus respectivas clases y microorganismos productores (Jacques, 2011; Shafiei et al., 2014; 

Shekhar et al., 2015). 

Tabla 1. Clasificación de los BS según su estructura química y origen microbiano  

Estructura 
química 

Clase de BS Microorganismo productor 

Glicolípidos 

Ramnolípidos 
Pseudomonas sp., P. aeruginosa, Serratia rubidea 

Trehalolípidos Rhodococcus erythropolis, Nocardia erythropolis, 
Arthrobacter sp, Corynebacterium sp., Mycobacterium sp. 

Soforolípidos 
Mycobacterium sp., Torulopsis petrophilum, Candida 
bombicola, C. antartica, C. lypolytica 

Cellobiolípidos 
Torulopsis apicola, T. petrophilum, Ustilago zeae, U. 
maydis 

Trehalosa 
dicorynemycoaltos 

R. erythropolis, Arthrobacter paraffineus, Mycobacterium 
sp., Corynebacterium sp. 

Manosileritritol C.antartica, Kurtzmanomyces sp., Pseudozyma siamensis 

Lipopéptidos  

Surfactina Bacillus subtilis, B. velezensis 

Fengicina Bacillus subtilis, B. velezensis 

Polimixina Brevibacterium polymyxa 

Viscosina  Pseudomonas fluorescens, Leuconostoc mesenteriods 

Fosfolípidos 
(o Ácidos 
grasos) 

Ácidos grasos Candida lepus, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., 
Micrococcus sp., Mycococcus sp. 

Fosfolípidos Thiobacillus thiooxidans, Acinetobacter sp. 

Poliméricos 

Emulsan Arethrobacter calcoaceticus 

Biodispersan Arethrobacter calcoaceticus 

Liposán Candida lipolytica 

Lípido proteína 
carbohidrato 

Pseudomonas fluorescens, Debaryomyces polymorphis 

Proteina PA Pseudomonas aeruginosa 

Alasan  Acinetobacter radioresistens 

Partículados 

Vesículas y 
fimbrias Acinetobacter calcoaceticus, Pseudomonas marginilis,  

Células enteras Variedad de bacterias 
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1.3 Lipopéptidos producidos por Bacillus spp.  

Los LP están entre los BS con mayor diversidad de propiedades y enorme potencial en 

aplicaciones prácticas (Liu et al., 2020), además sus precios de venta (fengicina: $US/g 131606 

e iturina: $US/g 130930) son superiores a otros tipos de BS (ramnolípidos: $US/g 47146 y 

soforolípidos: $US/g 130 (consultado en https://www.sigmaaldrich.com/CO/es y 

https://www.carbosynth.com/ el 02 de febrero de 2022). Se componen de péptidos cíclicos de 

composición no homogénea que son acilados con un ácido graso de longitud variada, con el 

resto peptídico a menudo cíclico y/o neutro o una carga negativa (Henkel et al., 2017). Los LP 

son metabolitos secundarios; los cuales son productos metabólicos que no presentan funciones 

esenciales para el crecimiento vegetativo y para el metabolismo reproductivo; son sintetizados a 

partir de uno o más metabolitos primarios por una variedad mayor de vías que las involucradas 

en el metabolismo general (Marinelli & Marcone, 2011). No obstante, los metabolitos secundarios 

se consideran compuestos de diferenciación que confieren roles adaptativos. Por ejemplo, la 

surfactina en la fisiología bacteriana ayuda a la movilidad de la bacteria, formación de biopelícula, 

incremento de la biodisponibilidad de sus nutrientes, también influye en la capacidad de unión y 

desprendimiento de los microorganismos en los sustratos de crecimiento y presenta actividad 

antiviral y antibacteriana (Cossus et al., 2021; Wu et al., 2017). 

Los metabolitos secundarios normalmente no se producen durante la fase de crecimiento 

rápido (trofofase), sino en una fase posterior (idiofase) cuando el crecimiento se limita por el 

agotamiento de uno o más nutrientes claves; estos nutrientes limitantes pueden ser la fuente de 

carbono, de nitrógeno o de fósforo (Barrios-González, 2012). La identificación del nutriente 

limitante es muy importante para la optimización de la producción de muchos metabolitos 

secundarios.  

Los BS lipopeptídicos son secretados en el medio de crecimiento por bacterias gram positivas 

como Bacillus, el cual es un género de rápido crecimiento, seguro para los humanos y animales, 

presente en la rizósfera de diversos cultivos, posee diversos mecanismos para asegurar su 

supervivencia ante condiciones físicas desfavorables y si estos fallan se induce la esporulación 

(Zhao et al., 2017). También, las bacterias del género Bacillus se pueden adaptar a cambios 

bruscos de temperatura, solubilizan el fosfato del ambiente rizosférico, son aerobias facultativas 

y se desarrollan en un amplio rango de temperaturas (10 a 70 °C) y pH (2 a 9.3) (Calvo & Zúñiga, 

2010; Jiménez-Delgadillo et al., 2018).  
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1.3.1 Familias y variantes 

Los diferentes LP producidos por Bacillus spp. se clasifican de acuerdo a su cadena peptídica 

y a su estructura del ácido en familias: surfactina, iturina, fengicina o pliplastatina, kurstaquina y 

locilomicina (Abdellaziz et al., 2018). La surfactina contiene un heptapéptido unido a un ácido 

graso beta-hidroxi de 13 a 15 átomos de carbono. La iturina es un heptapéptido unido por un 

residuo beta-aminoácido a una cadena de ácido graso de 14 a 17 átomos de carbono. La 

fengicina está compuesta de un decapéptido unido a un ácido graso hidroxi con 15 a 19 átomos 

de carbono (Zhao et al., 2017). La kurstaquina es un lipoheptapéptido que contiene una 

secuencia de péptido lineal o cíclica unida a una cadena de ácido graso que puede ser beta-

hidroxilado, de 11 a 14 átomos de carbono. La locilomicina es un nonapéptido ciclíco 

  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
Figura 1. Variantes de las familias de lipopéptidos de Bacillus más importantes. a) Surfactina. b) 

Iturina. c) Fengicina (Inès & Dhouha, 2015). 

Esperina L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu 

Lichenisina L-XL1 -L- XL2-D-Leu-L- XL4-L-Asp-D-Leu-L- XL7 

Pumilacidina L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Leu-L-Asp-D-Leu-L- XP7 

Surfactina L-Glu-L- XS2-D-Leu-L- XS4-L-Asp-D-Leu-L- XS7 
XL1= Gln o Glu; XL2= Leu o Ile; XL4, XL7 y XP7= Val o Ile; XS2= 
Val, Leu o Ile; XS4= Ala, Val, Leu o Ile; XS7= Val, Leu o Ile 

Bacilomicina D L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Pro-L-Glu-D-Ser-L-Thr 
Bacilomicina F L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Thr 

Bacilomicina L L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-Ser-L-Gln-D-Ser-L-Thr 
Bacilomicina LC L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Ser-L-Glu-D-Ser-L-Thr 

Iturin A L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser 
Iturin AL L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser 
Iturin C L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser 

Micosubtilina L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Gln-L-Pro-D-Ser-L-Asn 

Fengicina A L-Glu-D-Om-D-Tyr-D-aThr-L-Glu-D-Ala-L-Pro-L-Gln-L-Tyr-L-Ile 
Fengicina B L-Glu-D-Om-D-Tyr-D-aThr-L-Glu-D-Val-L-Pro-L-Gln-L-Tyr-L-Ile 

Plipastatina A L-Glu-D-Om-L-Tyr-D-aThr-L-Glu-D-Ala-L-Pro-L-Gln-D-Tyr-L-Ile 
Plipastatina B L-Glu-D-Om-L-Tyr-D-aThr-L-Glu-D-Val-L-Pro-L-Gln-D-Tyr-L-Ile 

(a) 
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parcialmente unido a un ácido graso de 13 a 15 átomos de carbono (Abdellaziz et al., 2018). 

Estas familias de LP están compuestas de variantes los cuales difieren en el tipo y posición de 

los aminoácidos (isoformas), el número de átomos de carbono en la cadena del ácido graso 

(compuestos homólogos) y su isomerización. Las familias más caracterizadas son la 

surfactina,iturina y fengicina (Figura 1) (Inès & Dhouha, 2015; Jacques, 2011). Las cepas de 

Bacillus coproducen familias diferentes de LP. Por ejemplo, especies de B. velezensis como GA1 

o FZB42 coproduce surfactina, fengicina e iturina, mientras que especies de B. subtilis como 

ATCC 21332 o 168 tienen el potencial de coproducir solo surfactina y fengicina (Arguelles-Arias 

et al., 2009; Tapi et al., 2010). La ingeniería metabólica puede promover modificaciones en la 

proporción de las isoformas producidas (Dhali et al., 2017). Asimismo, las condiciones 

nutricionales y ambientales influyen en el tipo y proporciones de las diferentes familias como de 

los compuestos homólogos dentro de la misma familia que dependen también de la cepa (Akpa 

et al., 2001; Bartal et al., 2018; Rangarajan et al., 2015). Por ejemplo, B. subtilis BBG21, ATCC 

21332, BBG111, y B. velezensis FZB42 fueron comparadas bajo las mismas condiciones 

ambientales y nutricionales, encontrando que el perfil de producción de los LP fue diferente por 

cada cepa (Yaseen et al., 2016). 

1.3.2 Aplicaciones 

Las variantes de los LP difieren en sus propiedades fisicoquímicas y biológicas; por ello, 

presentan diversas bioactividades, como interacción con membranas y biopelículas, 

antiinflamatoria, antibacteriana, antifúngica, antiviral, antiplaquetaria y antitumoral (Zhao et al., 

2017). La variedad de bioactividades ha estimulado un gran interés en explotar los LP en la 

industria alimentaria, agrícola, médica, de cuidado personal, cosmética, detergente, petrolera y 

de aditivos en la alimentación animal (Drakontis & Amin, 2020). 

En la industria de alimentos son prometedores por sus propiedades emulsificante, 

estabilizante, antiadherente, antioxidante y de tolerancia a condiciones adversas de temperatura, 

pH y salinidad; en formulaciones para aderezo de salsas, productos horneados, entre otros 

(Ribeiro et al., 2020). También se ha reportado la importancia de los LP como aditivos de 

alimentos para animales, ya que mejora el ambiente microecológico intestinal, calidad ósea y la 

inmunidad sistémica a los lechones destetados y pollos de engorde (Cheng et al., 2018; Zhao et 

al., 2017).  

Los LP en formulaciones para detergentes han mejorado el rendimiento del lavado de 

detergentes comerciales para eliminar eficazmente las manchas de sangre y aceite en ropa. Por 

ejemplo, la surfactina se ha encontrado poco tóxica y no irritante en la piel. Respecto a productos 
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de cuidado personal y cosméticos, los LP producidos por B. methylotrophicus fueron evaluados 

en formulaciones de un enjuague bucal, y su presencia generó menor toxicidad que la de uno 

comercial y ningún efecto irritante (Drakontis & Amin, 2020).  

En la agricultura y biorremediación, los LP producidos por B. subtilis han reportado aumentar 

la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos en un aceite de motor en más del 100% 

y ser 85% su potencial de recuperación de aceite en arena contaminada en 24 h (Drakontis & 

Amin, 2020). Por su actividad antimicrobiana, los LP son de importancia como biopesticidas en 

el control biológico y para promover la salud de las plantas, por ejemplo, Zhang & Sun, 2018 

reportan que la fengicina producida por B. subtilis BS155 muestra una actividad fuerte contra el 

hongo Magnaporthe grisea, agente causal de la enfermedad del añublo del arroz. El arroz es el 

cultivo más importante y la principal fuente de alimento para más de la mitad de la población 

mundial. Algo semejante ocurre con la fengicina producida de B. subtilis NCD-2, la cual reduce 

hasta el 50% la enfermedad de la hernia de la col, causada por el parasito obligado 

Plasmodiophora brassicae (Guo et al., 2019). 

En el campo de la medicina, los LP han demostrado actuar como agentes antitumorales en 

las líneas de cáncer evaluadas. Un ejemplo, es la patente que menciona la aplicación de 

fengicina en la preparación de un fármaco antineoplásico; en particular, para el tratamiento de 

cáncer de pulmón, cáncer de estómago, cáncer de mama y cáncer de colon. Además los LP 

pueden ser agentes terapéuticos trombolíticos, sistemas de administración de fármacos y 

antibióticos prometedores debido a su espectro antimicrobiano amplio, dificultando que los 

microorganismos generen resistencia (Zhao et al., 2017).  

1.3.3 Biosíntesis de lipopéptidos  

Generalmente, los LP resultan de la condensación de partes peptídicas con lipídicas 

sintetizadas independientemente. Los péptidos son sintetizados independientemente de los 

ribosomas con megaenzimas llamadas sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPSs). Esta 

producción no requiere solo de inducción transcripcional y traduccional sino también 

modificaciones postraduccionales y de ensamblaje (Inès & Dhouha, 2015). 

Las NRPSs son enzimas multimodulares que reconocen, activan, modifican y unen los 

aminoácidos intermediarios al péptido producido. Los péptidos no ribosomales presentan una 

diversidad estructural alta junto con importantes actividades biológicas. Usualmente las 

sintetasas están organizadas en módulos subdivididos en dominios. Cada módulo permite la 

incorporación de un aminoácido especifico en el resto peptídico. Cada dominio tiene una función 
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particular que lidera a la incorporación del aminoácido (Inès & Dhouha, 2015). Cuatro dominios 

principales están presentes en la mayoría de los NRPSs: adenilación, tiolación, condensación y 

tiosterasa. El dominio de la adenilación ATP dependiente selecciona el aminoácido afín y lo activa 

como adenilato de amino acilo. El aminoácido activado es transferido al dominio tiolación, 

también llamado proteína portadora de peptidilo (PCP), es la unidad transportadora del 

intermediario activado. En tal dominio, el residuo de aminoácido activado está unido 

covalentemente a su cofactor 4´fosfopanteténico (4´-PP) como tioéster. Esta reacción es 

catalizada por una fosfopanteteinil transferasa (codificada en Bacillus subtilis por el gen sfp), que 

por tanto es esencial para transformar una apoforma de NRPS en su holoforma y actúa como 

aceptora del crecimiento de la cadena peptídica y donadora de los péptidos al siguiente 

aminoácido ligado a un tioéster en la secuencia molde. El dominio condensación cataliza la 

formación del enlace peptídico entre el sustrato aminoacil unido a las PCPs de módulos 

adyacentes. La terminación es llevada a cabo en el dominio tioesterasa, que permite la liberación 

del péptido y está relacionado con la formación de productos macrocíclicos (lactonas y lactamas) 

o la oligomerización de unidades peptídicas (Jacques, 2011). 

Después de la biosíntesis del lipopéptido, este puede ser sometido a modificaciones como 

glicosilación o halogenación realizadas por enzimas específicas asociadas a las sintetasas (Inès 

& Dhouha, 2015). La biosíntesis de la parte lipídica es llevada a cabo por numerosos módulos 

consecutivos que permiten el acople, la activación y la unión del ácido graso al resto peptídico 

(Kraas et al., 2010). Uno de los genes necesarios para la biosíntesis de surfactina es un gran 

operón de 25 kb, llamado srfA, que también es responsable de la esporulación y la competencia 

para el desarrollo (Figura 2.a). El operón contiene cuatro marcos de lectura abierta (ORF) 

modulares, ORF1 (srfA-A), ORF2 (srfA-B), ORF3 (srfA-C) y ORF4 (srfA-D), los tres primeros de 

ellos codifican las tres enzimas respectivas srfA-A, srfA-B y srfA-C necesarias para hacer la 

secuencia del heptapéptido. srfA-A reconoce el ácido glutámico y leucina, srfA-B reconoce valina, 

ácido aspártico y leucina y srfA-C reconoce leucina (Peypoux et al., 1999).  

En la biosíntesis de la surfactina la transferencia de lípidos es el primer paso (Figura 2.b). La 

proteína srfA-D es responsable de la reacción de iniciación de la surfactina; media la 

transferencia del sustrato de ácido graso β-hidroxi al módulo activador de L-Glutamato N-terminal 

de la sintetasa de surfactina para inducir la formación de β-hidroxiacil-glutamato (Wu et al., 2017). 

En otras palabras, el dominio de condensación cataliza la transferencia de ácidos grasos 3-

hidroxiCoA activados con alta especificidad por el sustrato en su sitio donante a la PCP unida al 

aminoácido glutamato (posición 1 del heptapéptido de la surfactina). Además, dos ligasas  
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Figura 2. Biosíntesis de surfactina. a) Complejo sintetasa de surfactina tomada de Wu et al. 

(2017). b) Reacción de lipoiniciación tomada de Kraas et al. (2010). 

acilCoA putativas en Bacillus subtilis, LcfA y YhfL, son las que activan los ácidos grasos 3-hidroxi 

para la biosíntesis de surfactina. Dichas enzimas son codificadas en otros grupos de genes. Los 

ácidos grasos activados provienen de enzimas de las vías biológicas del metabolismo primario 

(Kraas et al., 2010). La surfactina es posible que sea excretada por difusión pasiva a través de 

la membrana citoplasmática (Wu et al., 2017).  

a) 

b) 
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La síntesis de fengicina o plipastatina se debe a cinco NRPSs (Fen 1 a Fen5) codificados por 

un operón con cinco ORFs: fenA, fenB, fenC, fenD, fenE (o ppsA, ppsB, ppsC, ppsD, ppsE). Las 

primeras tres enzimas, Fen1, Fen2 y Fen3 contienen dos módulos, la cuarta presenta tres 

módulos y la última enzima un módulo (Jacques, 2011). Contrario a la surfactina y fengicina, la 

iturina es sintetizada por un complejo hibrido PKS (sintasas de policétido)-NRPS. El operón 

consiste de cuatro ORFs llamados fenF, mycA, mycB y mycC para micosubtilina; ituD, ituA, ituB 

y ituC para iturina y bmyD, bmyA, bmyB y bmyC para bacilomicina D. Los últimos tres genes 

codifican para los tres NRPSs, los cuales son responsables de la incorporación de los primeros 

cinco residuos de aminoácido y los últimos dos (Jacques, 2011). Para la síntesis de la 

kurstaquina, la sintetasa está constituida de tres genes, krsA, krsB, krsC, los cuales codifican 

tres proteínas multifuncionales, KrsA, KrsB, y KrsC (Béchet et al., 2012). 

1.3.4 Regulación de la biosíntesis 

La regulación de la síntesis de LP aún sigue siendo poco comprendida. Estudios futuros son 

necesarios y de esa forma encontrar los posibles elementos claves para poder mejorar su 

biosíntesis. La regulación de la surfactina ha sido la más estudiada y esclarecida. B. subtilis 

regula la producción de surfactina por un mecanismo sensible a la densidad celular no basado 

en homoserina lactona sino utilizando feromona de péptidos, tales como ComX o el factor de 

competencia y esporulación (CSF); donde, ComX y CSF actúan mediante vías de señalización 

convergentes para activar la inducción de genes (srfA) que responden al quórum, el punto más 

importante de la regulación de la producción de surfactina (Jung et al., 2012). Su regulación 

implica varias feromonas ComX, PhrC, PhrF, PhrG y PhrH junto con varios reguladores 

pleiotrópicos tales como CodY, DegU y AbrB. Estos forman una cascada compleja que gobierna 

múltiples vías de diferenciación. La expresión de la surfactina sintetasa también depende del pH 

y su expresión es más alta al final de la fase logarítmica (Jacques, 2011).  

Las bacterias son capaces de comunicarse entre sí a través de la producción de feromonas 

del “quorum sensing”. La acumulación de estas feromonas en el medio de cultivo indica la 

presencia de un número suficiente de congéneres (un quórum) y desencadena varios procesos 

dependientes de la densidad celular. La expresión del operón surfactina es uno de estos 

procesos (Figura 3). La primera feromona es ComX, un péptido modificado de 9 a 10 

aminoácidos, que es secretada con la ayuda de ComQ en el medio de cultivo (Solomon et al., 

1995). ComP detecta la acumulación del ComX y al alcanzar una cierta densidad de células en 

el inicio de la fase estacionaria, la histidina quinasa ComP membranosa se activa y fosforila el 

factor de transcripción ComA (Willenbacher et al., 2016). Posteriormente, ComA-P activa la 
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expresión del operón de surfactina y ComS, que es un ORF codificado dentro del ARNm de srfA. 

ComS conduce a la autoactivación de ComK. Además, varios activadores tales el mismo ComK 

y DegU y represores incluyendo CodY, AbrB y Rok están implicados en la activación de ComK 

(Jacques, 2011).  

El segundo tipo de feromonas es el grupo de péptidos Phr correspondientes al CSF: PhrC, 

PhrF, PhrG y PhrH. Probablemente se sintetizan primero como pequeñas proteínas, que son 

secretadas, procesadas en pentapéptidos y luego internalizadas por una permeasa de 

oligopéptido (Opp o Spo0K) (Jung et al., 2012). El gen phrH constituye un operón con un gen 

rapH. Ambos genes son activados por ComK. Los productos de los genes phr y rap son factores 

reguladores interactivos que modulan el estado de fosforilación o reguladores de respuesta 

específicos del ADN. Los genes phrC, phrF y phrH necesitan la forma 𝜎H (Spo0H) del ARN 

polimerasa para ser transcritos. RapC, RapF y, en ciertas circunstancias, RapG y RapH, son 

inhibidores de la unión al ADN de ComA-P. ComA-P activa rapC y rapF. PhrC, PhrF, PhrG y 

PhrH inhiben sus proteínas de Rap cognadas. RapG y RapH inhiben la unión al ADN de DegU. 

RghR es un represor de rapG, rapH y phrH (Jacques, 2011). 

 
Figura 3. Cascada reguladora de la expresión del operón de surfactina tomada de Jacques, 

2011. 
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Respecto a la regulación de la iturina, se ha reportado que es influenciada por la expresión 

del factor sigma (sigma A) y el factor de transcripción ComA (factor regulatorio del gen en estado 

tardío). La sobreexpresión de sigA y comA separadamente y en la secuencia de comA-sigA 

puede incrementar el rendimiento del LP. La sobreexpresión del gen DegQ, gen codificante de 

proteína reguladora multipotente pequeña, localizada corriente arriba de comA, puede también 

incrementar la producción de la iturina (Yang et al., 2020). Además, se ha mostrado que la 

expresión de la sintetasa de la micosubtilina está bajo la influencia de una cascada de regulación 

dependiente de AbrB, uno de los principales reguladores de estado de transición en B. subtilis 

(Jacques, 2011).  

La regulación de la fengicina puede ser afectada por factores endógenos como ComA/ComP, 

sigma A y proteínas señal DegY, DegQ. La regulación del gen sigA puede incrementar el 

rendimiento de la fengicina (Jacques, 2011; Yang et al., 2020). Además, bajo condiciones de 

bajo fosforo, PhoR/PhoP puede regular la producción de dicho LP mediante el control de su 

expresión. También, la PNPasa (polinucleótida fosforilasa) quizás controle la expresión de la 

fengicina regulando ComS, srfA, sigB, DegQ y ComK (Yang et al., 2020) 

Con base en lo anterior, se observa que las rutas de síntesis de los diferentes LP interactúan 

entre ellas. Sin embargo, los mecanismos sinérgicos y antagonistas de dicha interacción no se 

han aclarado. Hasta la fecha se ha reportado que, la eliminación del gen sfp puede aumentar 

significativamente la producción de plipastatina y aumentar simultáneamente la producción de 

surfactina, quizás es que comparten los mismos precursores y vías de síntesis. La ausencia de 

srfAB dificulta la producción de surfactina, pero aumenta significativamente el rendimiento de 

iturina. La alteración del gen fenA conduce a una mejora del 30% en la producción de surfactina. 

La mutación de fenC aumenta la producción de iturina hasta 2 veces, mientras que, la mutación 

de ituC duplica el rendimiento de fengicina. Sin embargo, la producción de fengicina no se ve 

afectada por las mutaciones de srfAB, srfAC y srfAD. La mutación de srfAA bloquea la producción 

de surfactina y regula la producción de iturina (Yang et al., 2020). 

1.4 Producción de lipopéptidos y estrategias de su mejoramiento 

Existen diferentes estrategias para incrementar la producción de LP; como son, el 

mejoramiento de cepas, optimización de las condiciones nutricionales y operacionales, uso de 

diferentes tipos de biorreactores o de cultivos y desarrollo de procesos de purificación efectiva y 

rentable (Mondragón, 2011). Con base en ello, en esta sección se describen algunas de estas 

estrategias.  
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1.4.1 Fermentación en medio sólido versus medio líquido 

La producción de BS se lleva a cabo comúnmente en fermentación en medio líquido (FML), 

pero esta presenta algunos de los siguientes problemas: al utilizar aireación y agitación forzada, 

se genera espuma, la cual puede generar el desprendimiento indeseable del producto, nutrientes 

y células en la espuma (Davis et al., 2001). Además, presenta baja transferencia de masa; 

característica poco deseable bajo las condiciones de alta demanda de oxígeno que el bioproceso 

requiere. También, hay un aumento de la viscosidad del medio debido a la formación de 

exopolisacáridos (Thomas et al., 2013). Dichos problemas se ven reflejados en el aumento de 

costos de producción y baja productividad. Agentes antiespumantes han sido utilizados para 

resolver los problemas de generación de espuma. Sin embargo, ellos reducen la transferencia 

de masa (oxígeno), afectan la fisiología de las cepas y complican la separación y purificación de 

los productos (Chtioui et al., 2012; Rangarajan & Clarke, 2015). Así, diferentes tipos de 

biorreactores o cultivos han sido propuestos como los de discos de rotación, biopelícula, 

contactores de membrana aire/líquido y fermentación sólida (François Coutte et al., 2017). 

La fermentación en medio sólido (FMS) ha sido evaluada como una alternativa para evitar 

los problemas asociados con la generación de espuma y la limitación de la transferencia de 

oxígeno. La fermentación es un cambio químico provocado por el uso de microorganismos, por 

ejemplo, en la industria de la biotecnología para la producción de productos farmacéuticos, 

aditivos alimentarios y alimentos para animales (Wright, 2005). La FMS involucra el crecimiento 

de microorganismos sobre partículas sólidas húmedas en situaciones en las que los espacios 

entre las partículas contienen una fase gaseosa continua y un mínimo de agua libre. Aunque 

puede haber gotas de agua entre las partículas y existan delgadas películas de agua sobre las 

partículas, la fase acuosa entre partículas es discontinua y la mayoría del espacio interpartículas 

está ocupado por la fase gaseosa. La mayoría del agua presente en el sistema esta adsorbido 

dentro de las partículas húmedas (Mitchell et al., 2006).  

La FMS puede llevarse a cabo ya sea con un soporte inerte o con uno biodegradable (Chen, 

2013). El soporte inerte normalmente es poroso, insoluble y está impregnado de un medio de 

cultivo, son ejemplos, espuma de poliuretano, resinas macroporosas, perlita y vermiculita. El 

soporte biodegradable puede ser utilizado como fuente de nutrientes para el crecimiento 

microbiano, hace referencia a cultivos de salvado de trigo, harina de soja, residuos agrícolas y 

forestales como paja, bagazo y aserrín. Este tipo de soporte funciona como una estructura física 

para el crecimiento de microorganismos además de proporcionar una fuente de carbono y de 

nitrógeno y factores de crecimiento para los microorganismos (Chen, 2013). 
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La FMS imita el hábitat natural para el crecimiento de hongos filamentosos, levaduras y 

bacterias formadoras de biopelículas (Lima-Pérez et al., 2019). La FMS tiene como ventajas 

respecto a la FML más altos coeficientes de transferencia de masa asociados con el bajo 

contenido de agua (de 40 a 70%) y una alta área superficial (Raghavarao et al., 2003). Además, 

baja inversión de capital, bajos costos operativos, bajo consumo de energía, tecnología más 

simple, altos rendimientos de producción de metabolitos secundarios, transferencia de oxígeno 

mejorada y no generación de espuma (Piedrahíta-Aguirre & Monte Alegre, 2014). 

Los estudios en FMS para producción de LP son escasos y en su mayoría utilizan sustratos 

complejos, como residuos de arroz, harina de soya, bagazo de caña de azúcar, cascara de 

papas, entre otros (Costa et al., 2018). Sin embargo, el uso de un medio de cultivo definido 

adsorbido en un soporte inerte permite un mejor entendimiento de la fisiología y bioquímica de 

los procesos microbianos, facilita el control del bioproceso y la recuperación del producto 

(Ooijkaas et al., 2000). Este sistema ha sido utilizado satisfactoriamente para la producción de 

BS glicolipídicos (Gong et al., 2020; Jiménez-Peñalver et al., 2018). 

La FMS presenta algunos desafíos, como la selección del tipo de biorreactor que permita la 

eliminación de calor metabólico, el uso de sustratos con propiedades físicoquímicas y 

nutricionales adecuadas, el método para el control del proceso de cultivo y la recuperación de 

los BS desde el sólido fermentado. Si se logra resolver estos desafíos, se puede aprovechar las 

ventajas de la FMS para la producción de BS a gran escala. 

1.4.2 Mejoramiento de cepas 

El mejoramiento de cepas en los procesos de fermentación ha sido clave para la 

sobreproducción de productos industriales. Convencionalmente, las estrategias utilizadas son la 

mutación inducida y la recombinación genética (Parekh et al., 2000). A continuación, se 

mencionan algunos estudios de mejoramiento de cepas realizados con el fin de aumentar la 

producción de los LP producidos por Bacillus, especialmente los que corresponden a la 

surfactina, que ha sido la más estudiada: 

Nakano et al. (1992) sobreexpresan la enzima sfp en B. subtilis y encuentran que no causa 

la generación de mayor cantidad de surfactina, pero si genera la represión de la fusión 

transcripcional lacZ del operón srfA, que codifica enzimas que catalizan la síntesis del LP. Con 

base en ello, proponen que sfp es esencial en el sistema de síntesis del péptido y tiene algún rol 

en la regulación de la biosíntesis de la surfactina. Sun et al. (2009) reemplazan el promotor nativo 

del operón de la surfactina por el promotor inducible Pspac en B. subtilis fmbR. El Pspac es 
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inducible con β-D-tiogalactopiranósido. La producción de surfactina de la recombinante fmbR-1 

es 5 veces mayor que la cepa silvestre sin inducción y 10 veces mayor cuando fue inducido con 

β-D-tiogalactopiranósido.  

Jung et al. (2012) sobreexpresan ambos factores de señalización codificados por comX y 

phrC. En consecuencia, la producción de surfactina incrementa 6.4 veces respecto a la cepa 

silvestre. Li et al. (2015) determinan que el flujo de salida de la surfactina en Bacillus subtilis THY-

7 es principalmente dependiente de la fuerza protón motriz, no de la hidrólisis del ATP. Por ello, 

sobreexpresan algunos transportadores lipopeptídicos putativos que utilizan como fuente de 

energía una fuerza protón motriz como YcxA, KrsE y YerP. Los cuales generan aumento en la 

producción de la surfactina. Siendo YerP, el que presenta mayor incremento en comparación con 

los otros transportadores y 2.1 veces más que la cepa control. 

Zhao et al. (2012) por medio de la técnica barajado del genoma (Genome shuffling en inglés) 

mejoran el rendimiento de la surfactina producida por Bacillus amyloliquefaciens ES-2-4, 

obteniendo una cepa recombinante F2-38 que exhibe 3.5 y 10.3 veces más producción del LP 

en matraz de agitación y fermentador respectivamente. También, Yoneda et al. (2002) por medio 

de la técnica barajado del genoma combinada con la mutagénesis inducida, utilizando N-metil-

N9-nitro-N-nitrosoguanidina, describe en una patente, un rendimiento de producción de hasta 50 

g/L de surfactina. 

Li et al. (2014) exponen a mutagénesis química de N-metil-N´-nitro-N-nitrosoguanidina a la 

silvestre B. subtilis XF-1 y obtienen algunos mutantes con mayor actividad de inhibición contra 

Fusarium gsolani que la Bacillus silvestre. Debido a que, dichos mutantes producen más variedad 

de estructuras de surfactina, fengicina e iturina respecto a la silvestre. Afsharmanesh et al. (2014) 

aplican mutagénesis inducida a la cepa silvestre B. subtilis UTB1, utilizando dosis diferentes de 

irradiación gamma (0.1-3KGy), y encuentran en algunos de los mutantes generados, un aumento 

en la producción de surfactina, fengicina y especialmente iturina. Lo anterior, se refleja en un 

incremento en la inhibición del crecimiento de Aspergillus flavus R5, productor de aflatoxinas. 

Meng et al. (2016) aplican diferentes métodos físicos de mutagénesis. Primero, somete la 

cepa silvestre B. subtilis HSO 121 a luz ultravioleta (20 W) hasta alcanzar la tasa de 

sobreviviencia de 10%. Posteriormente, los mutantes generados son irradiadas con rayos 

gamma con una dosis de 2500 Gy/h, determinando una tasa de supervivencia del 10%. 

Consecuentemente, algunos mutantes incrementan hasta 2 veces el rendimiento de producción 

de LP y alteran los compuestos homólogos producidos de surfactina. 
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Willenbacher et al. (2016) sustituyen el promotor del srfA por el promotor endógeno y 

constitutivo Pveg de B. subtilis en dos cepas de diferente nivel de producción de surfactina, B. 

subtilis 3A38 y DSM 10T. La sustitución del promotor conduce a un aumento de 3.7 veces la 

concentración del LP de la cepa 3A38. Sin embargo, en la mutante generada a partir de DSM 

10T hay una disminución de producción de 15.5 veces. Es decir que la síntesis de surfactina es 

regulada de forma diferente en cepas con diferente nivel de producción del LP o al menos 

integrada de manera diferente en la red de detección de quórum. 

Zhang et al., (2017) sobreexpresan los genes regulatorios comA y sigA. Como resultado, la 

producción de iturina A por la mutante generada incrementa 43 veces comparada con la cepa 

silvestre B. subtilis ZK0 y se inhibe la formación de biopelícula. Xu et al., (2020) reemplazan el 

promotor del cluster iturina A sintetasa de Bacillus amyloliquefaciens HZ-12 por diferentes 

promotores: P43, PbacA, PsrfA y Pylb. De allí, se encuentra que PbacA es el más eficiente en 

incrementar la producción del LP. Posteriormente, el gen regulador abrB es eliminado para liberar 

el efecto de represión sobre PbacA y este proceso se complementa con la optimización del medio 

de cultivo alcanzando 2 g/L de iturina. Lo anterior, permite mejorar 5 veces la producción del LP 

en comparación con la cepa silvestre. 

1.4.3 Requerimientos nutricionales y operacionales 

A continuación, se va a describir los parámetros operacionales y posteriormente los 

componentes del medio y los elementos traza que se han evaluado con el fin de incrementar la 

producción de los LP.  

Las condiciones de cultivo como la temperatura de incubación, el pH inicial, el tamaño del 

inóculo, la concentración del oxígeno disuelto y el grado de aireación influyen en la producción 

de LP porque afectan el crecimiento celular. En lo concerniente a la temperatura, B. subtilis 

produce eficientemente surfactina a temperaturas de 20 a 37 °C, iturina de 27 a 30 °C y fengicina 

a los 30 °C (Chen et al., 2015; Dang et al., 2019; Hmidet et al., 2017). Jacques (2011) reporta 

que a temperaturas altas (37 °C) la síntesis de surfactina se favorece para ciertas subespecies 

de B. subtilis como RB14 y ATCC 6633 pero no para B. subtilis S499.  

Respecto al efecto del pH, Abdel-Mawgoud et al. (2008) evalúan su efecto entre 6.5 a 9.0 y 

encuentran que a pH inicial 6.8 el rendimiento de surfactina es mayor. Hmidet et al. (2017) hallan 

que a pH 7.0 se incrementa más la producción de surfactina y fengicina. Yeh et al. (2006) reportan 

que a pH ácidos (pH<5) la surfactina se precipita. Sidorova et al., (2020) encuentran que la 

temperatura y el pH generan un efecto diferente en la síntesis de surfactina e iturina a las cepas 
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B. subtilis BZR 517 y B. subtilis BZR 336, a causa de que la mejor condición del cultivo para el 

bioproceso por BZR 336 es a temperatura de 25 °C y pH 8.0 mientras que por BZR 517 es a 30 

°C y pH de 7.0 a 8.0. En referencia al tamaño y edad del inóculo, están correlacionados con la 

producción del BS ya que afecta el período de fase lag, la tasa especifica de crecimiento y la 

esporulación del microorganismo (Ghribi & Ellouze-Chaabouni, 2011; Sen & Swaminathan, 

2004).  

La síntesis de LP cambia en función de la superficie de contacto gas-líquido interfacial y 

suministro de oxígeno (Fahim et al., 2012). Fahim et al. (2012) demuestran que el parámetro KLa 

es clave en controlar la orientación de la producción ya sea hacia un solo tipo de LP o 

combinados. Sheppard y Cooper citados en Chen et al., (2015) identifican que la transferencia 

de oxígeno es uno de los parámetros críticos para la optimización y escalado del bioproceso. 

Yeh et al. (2006) indican que el aumento del oxígeno disuelto a velocidades de agitación altas 

tiene un efecto positivo en la producción de surfactina (KLa =0.01 s-1). Sin embargo, una alta 

agitación (más de 250 rpm) reduce la producción de surfactina por acumulación de espuma; que 

disminuye la transferencia de oxígeno y el rendimiento. En otro estudio, el flujo de aire se optimiza 

utilizando reactores agitados (3 L); se encuentra que con 1.5 L/min aumenta la concentración de 

surfactina en la espuma de 1.8 a 3.5 g/L, pero a un flujo más alto de 3 L/min, ocurre un arrastre 

de líquido y la concentración de la surfactina disminuye (Shaligram & Singhal, 2010). 

Contrariamente, Kim et al. (1997) logran con la limitación de oxígeno, que se redireccione el flujo 

de energía a la síntesis del LP, dando lugar a una alta producción de surfactina (7 g/L). De igual 

forma, condiciones limitadas de oxígeno para la bacteria marina Bacillus megaterium 

incrementan la selectividad hacia la producción de fengicina, KLa =0.01 s-1 (Rangarajan et al., 

2015) 

En cuanto a las condiciones nutricionales, la producción de surfactina se favorece con el uso 

de fuentes de carbono como manitol, sacarosa, melaza, o glucosa (Chen et al., 2015); la iturina 

con maicena, inulina, polipeptona o glucosa (Dang et al., 2019; Mizumoto & Shoda, 2007; Xu et 

al., 2020); y la fengicina con manitol o glucosa (Hmidet et al., 2017; Wei et al., 2010). Sin 

embargo, las concentraciones excesivas por ejemplo de glucosa, afectan negativamente al 

comportamiento de crecimiento de B. subtilis en FML y además puede generar represión 

catabólica (Willenbacher et al., 2015). Las fuentes de nitrógeno más adecuadas para la 

producción de surfactina son las inorgánicas tales como nitrato de amonio, nitrato de sodio, 

nitrato de potasio, cloruro de amonio, bromuro de amonio, carbonato de amonio y sulfato de 

amonio (Chen et al., 2015); para la producción de iturina, L-sodio glutamato (Dang et al., 2019) 
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y la fuente orgánica, harina de soya (Mizumoto & Shoda, 2007; Xu et al., 2020); y para la síntesis 

de fengicina, harina de soya, acido glutámico junto con extracto de levadura, urea mezclado con 

carbonato de amonio y nitrato de sodio (Hmidet et al., 2017; Wei et al., 2010; Yaseen et al., 2017). 

Davis et al. (1999) reportan que cuando se utiliza nitrato de amonio, los iones amonio son 

utilizados como fuente de nitrógeno, favoreciendo el crecimiento del Bacillus, mientras que el ion 

nitrato se consume durante la producción del BS por la bacteria y parece que participa en la 

activación del metabolismo secundario.  

La producción de LP en FML y FMS como metabolitos secundarios, también depende del 

tipo de nutriente limitante del crecimiento microbiano, ya sea carbono, nitrógeno o fósforo 

(Barrios-González, 2012; Onwosi & Odibo, 2012). No obstante, pocos estudios relacionados se 

han reportado. Algunos de ellos son, el de Fonseca et al., (2007) que evalúan en B. subtilis 

YRE207 diferentes fuentes de nitrógeno (NH4NO3, NaNO3, (NH4)2SO4, urea y residuos de 

levadura de cerveza), rangos de agitación (50, 150 y 250 rpm) y C/N (3, 6 y 9) utilizando sacarosa 

como fuente de carbono. En dicho estudio, la mejor condición para una mayor actividad de 

reducción de la tensión superficial por parte del LP es NH4NO3, 250 rpm y C/N=3. Ghribi & 

Ellouze-Chaabouni, 2011 usan cloruro de amonio y glucosa como fuente de nitrógeno y carbono 

respectivamente; y evalúan varios C/N de 3 a 9 en B. subtilis SPB1, hallando un incremento en 

la producción de los LP hasta C/N=7 y posteriormente una disminución. Ghazala et al. (2017) 

comparan el efecto de diferentes C/N desde 8 a 122 y encuentran que la relación 17 es la más 

favorable en la producción de LP para B. mojavensis I4. Por el contrario, Guimarães et al. (2019) 

mencionan que en B. velezensis H2O-1 el efecto de diferentes C/N (3 a 23) y la agitación no 

genera cambios en la producción de la surfactina pero si la temperatura.  

Además de la fuente de nitrógeno y carbono, la adición de sales minerales en el medio de 

cultivo afecta la concentración, tipo y propiedades de los LP, además de la actividad 

antimicrobiana. Algunos iones metálicos son cofactores de enzimas involucradas en la 

sobreproducción de LP (Chen et al., 2021). Los elementos Mg2+, K+, Fe2+ y Mn2+ son elementos 

claves en la producción de la surfactina por B. subtilis (Wei et al., 2007). Valdés-Velasco, 2016 

encuentra que los nutrientes Mg2+, K+, Fe2+ y Mn2+ son significativos en la producción de LP para 

B. subtilis ATCC 6633 en FMS en un medio definido. Yang et al., 2020 incrementan 1.5 veces la 

producción de surfactina con la adición de 5 g/L de nanopartículas de Fe2+, debido a que este 

elemento incrementa la permeabilidad de la membrana celular, mejorando la ingesta de la fuente 

de carbono y la secreción del producto. 
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Huang et al., 2015 mencionan que el Mn2+ es el elemento de metal traza más importante para 

el crecimiento de algunas especies de Bacillus y hongos, y puede funcionar como un cofactor 

para muchas enzimas involucradas en el metabolismo del nitrógeno. Cuando B. subtilis se cultiva 

en medios con NH4NO3 como fuente de nitrógeno, la asimilación de nitrógeno incluye el uso de 

NH4
+ y NO3

-. Antes de la asimilación de NO3
-, se debe transformar en NO2

- y luego en NH4
+. Este 

proceso está limitado por la reacción de primer paso, que es catalizada por nitrato reductasa. 

Para B. subtilis, la asimilación y transformación de NH4
+ en una forma orgánica se produce 

principalmente a través de las reacciones acopladas catalizadas por glutamina sintetasa (GS) y 

glutamato sintasa (GOS), representadas en la Ecuación 1 y 2 respectivamente. 

𝐺𝑆: 𝑁𝐻3 + 𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 + 𝐴𝑇𝑃
𝑀𝑛2+𝑜 𝑀𝑔2+

→         𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎 + 𝐴𝐷𝑃 + 𝑃𝑖 (Ecuación 1) 

𝐺𝑂𝑆: 𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎 + 𝛼 − 𝑘𝑒𝑡𝑜𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑟𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 → 2𝑔𝑙𝑢𝑡𝑎𝑚𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ (Ecuación 2) 

Por medio de dichas reacciones es la única vía para la síntesis de glutamina y glutamato y la 

asimilación de amonio en las células de B. subtilis. Por lo tanto, las tres enzimas son cruciales 

para el metabolismo del nitrógeno, el crecimiento y la reproducción de B. subtilis. Huang et al. 

(2015) encuentran que cuando la concentración de Mn2+ es superior a 0.05 mmol/L, el nitrato se 

convierte en la principal fuente de nitrógeno, en lugar de amonio, lo que indica que también se 

cambia el patrón de utilización de nitrógeno. Hay un aumento en la actividad de nitrato reductasa 

y el aumento de la dosificación de Mn2+ tiene una correlación positiva con el uso de nitrato, y 

como consecuencia se estimula la actividad metabólica secundaria y la síntesis de surfactina. 

Por otro lado, el Mn2+ potencia la actividad de glutamato sintasa, que aumenta la absorción y 

transformación de nitrógeno y proporciona más aminoácidos libres para la síntesis de surfactina. 

Es por ello que se recalca la importancia del MnSO4 en el medio de cultivo para la producción de 

LP (Abushady et al., 2005; Gudiña et al., 2015; Wei & Chu, 2002). 

El Mg2+ es esencial en el crecimiento de las bacterias y es un cofactor que se acomoda en el 

sitio activo de la proteína Sfp de B. subtilis. El ión forma un complejo con el pirofosfato CoA, las 

cadenas laterales de tres aminoácidos ácidos y una molécula de agua. La Sfp activa los dominios 

de PCP de la surfactina sintetasa cuando transfiere la parte 4’-fosfopanteteinil de la CoA a un 

residuo de serina que se encuentra en las PCPs (Reuter, 1999; Wei et al., 2007). Por su parte, 

el K+ posiblemente estimula la secreción de la surfactina, sin embargo, falta determinar el 

mecanismo que se lleva a cabo para dicha función (Chen et al., 2015) y el P3- probablemente 

incremente la producción de fengicina a una baja concentración en el medio de cultivo (Guo et 

al., 2018). 
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La adición de hidrocarburos o ácidos grasos y aminoácidos han sido evaluados en la 

producción de los LP. Ghribi & Ellouze-Chaabouni (2011) suplementan el medio de cultivo con 

diferentes fuentes lipofílicas; queroseno, aceite de oliva, aceite de maíz, aceite de girasol, 

parafina, diésel, heptano y benceno. Los autores encuentran que el queroseno incrementa la 

producción de surfactina y el benceno inhibe el bioproceso. Chinmay Hazra et al. (2014) utilizan 

un medio mineral de sales junto con pasta de jabón de aceite de girasol y producen hasta 2.6 g/L 

de LP. Respecto a la suplementación de aminoácidos libres, cuando se añaden aquellos que 

hacen parte de la estructura de la surfactina, por separado o una mezcla de ellos al medio de 

cultivo, no generan un efecto notable en la producción de surfactina (Abdel-Mawgoud et al., 

2008). Sin embargo, Wu et al. (2018) encuentran que al adicionar una mezcla de aminoácidos 

(L-prolina, L-glutamina, L-asparagina y L-serina) al medio de cultivo incrementa el rendimiento 

de iturina en B. amyloliquefaciens BPD1, y aún más la adición de solamente L-serina; no 

obstante, la presencia de solo tirosina disminuye la síntesis del LP. 

1.5 Recuperación y análisis de los lipopéptidos 

Las técnicas de extracción y purificación de LP a partir de un medio o extracto acuoso sin 

biomasa más comunes son: la precipitación ácida con HCl 6 M, la extracción con solventes 

orgánicos, la precipitación con sulfato de amonio, el fraccionamiento de espuma y las técnicas 

basadas en membrana. En la Tabla 2 se muestra algunas características de las técnicas 

mencionadas (Chen et al., 2015; Coutte et al., 2017; Inès & Dhouha, 2015).  

El análisis de LP es complejo debido a que en un cultivo se puede presentar una o más 

familias de LP incluyendo la variedad de isoformas y los compuestos homólogos de las mismas 

(Inès & Dhouha, 2015). En la Tabla 3 se muestran algunos métodos de análisis cuantitativos y 

cualitativos que se han utilizado para los LP. 

 

Tabla 2. Técnicas de extracción y purificación de LP. 

Proceso de 
Recuperación  

Propiedad 
aprovechada 

del LP 

Configuración 
necesaria para 

el proceso 
Ventaja Desventaja 

Fraccionamiento 
de espuma 

Formar y crear 
particiones en la 
espuma 

Biorreactores 
que faciliten la 
recuperación de 
espuma 
durante la 
fermentación 

Alta pureza  

Requiere 
acondicionar el 
sistema respecto a la 
tasa de alimentación 
y agitación 
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Extracción con 
disolvente 
orgánico 

Soluble en 
disolventes 
orgánicos por 
presencia de 
extremo 
hidrófobo 

No se requiere 
configuración 

Eficiente 
recuperación 
y purificación 
parcial 

Alta selectividad de 
solubilidad debido a 
la hidrofobicidad y la 
naturaleza del 
solvente, toxicidad y 
alto costo 

Precipitación con 
ácido 

Insolubles a 
valores de pH 
bajos 

No se requiere 
configuración 

Bajo costo, 
eficiente 
recuperación  

Pureza 
aproximadamente de 
55% 

Precipitación con 
sulfato de amonio 

Rico en proteína 
No se requiere 
configuración 

Eficiente 
aislamiento de 
cierto BS 
poliméricos 

Debe ser seguido por 
diálisis para eliminar 
pequeños 
contaminantes y 
sales 

Técnicas basadas 
en membrana 

Formación de 
micelas 

Membrana 
Alta 
recuperación 
y pureza 

No reportada 

Adsorción 
Interacciones 
hidrofóbicas/ 
hidrofílicas  

Una columna o 
alguna 
configuración 
acoplada al 
biorreactor 

Eficiente 
recuperación 
y alta pureza 

No reportada 

 

Tabla 3. Métodos analíticos de LP. 

Método 
analítico 

Metodología/ Instrumento Variable respuesta 

HPLCa,b Flujo:0.5-1.5 mL/min, temperatura: 30 °C, 
detector: U.V, columna:C18 de fase reversa; 
fase móvil: ácido trifluoroacético/acetonitrilo 

Sumatoria del área de los 
diferentes picos basados 
en curvas estándar 

Tensión 
superficial (γ)b,c 

Tensiómetro Du-Nouy a 25 °C Medida de tensión 
superficial y CMC* 

Índice de 
emulsificación 

(E24)
d,e 

Se mezcla un volumen de hidrocarburo a un 
volumen igual de solución lipopeptídica en un 
tubo de ensayo y se lleva a vórtex a alta 
velocidad por 2 min y se mide a las 24 h. 

Porcentaje de la altura de 
la capa emulsionada 
respecto a la altura total 
de la columna de líquido 

Análisis de 
espectro 

infrarrojod.f 

Espectrómetro FT-IR en un rango de 
longitudes de onda entre 500-4000 cm-1 

Transmitancia o 
absorbancia respecto a la 
longitud de onda. 
Identificar la composición 
de una muestra por medio 
de las bandas resultantes 

Análisis de 
espectrometría 

de masasa,g 

Espectrómetro de masas Espectrograma de 
masa/carga vs 
abundancia relativa. 
Elucidar la estructura de 
un compuesto 
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UPLC-MSh UPLC-MS, temperatura columna: 65 °C, 
detector: QDA, columna: C18 de fase reversa, 
fase móvil: ácido fórmico al 0.1% en agua y 
ácido fórmico al 0.1% en acetonitrilo, volumen 
de inyección: 5 µL, temperatura de la muestra: 
10 °C, elución: gradiente a 0.4 mL/min 

Picos (áreas) y espectro 
de masas de cada pico. 
Se utiliza curvas estándar 

Actividad 
hemolíticac 

El microorganismo se cultiva en un medio 
suplementado con sangre y se incuba por 48h 
o más tiempo. 

Zona limpia alrededor de 
una UFC 

Caída de la 
gotac 

En un pozo de una microplaca se adiciona un 
volumen de hidrocarburo y posteriormente la 
muestra a evaluar 

Colapso de la gota sobre 
el hidrocarburo 

Actividad 
surfactantec 

En una caja Petri se adiciona agua destilada, 
luego un volumen de hidrocarburo y 
finalmente el mismo volumen de la muestra a 
evaluar 

Diámetro o área de 
desplazamiento del 
hidrocarburo 

Actividad 
emulsificantec,i 

Se realiza una mezcla de hidrocarburo, buffer 
y muestra a evaluar, luego se somete a vórtex 
y se mide la absorbancia entre 400-600 nm. 
Se considera una unidad emulsificante a la 
absorbancia multiplicada por el factor de 
dilución. 

Absorbancia o unidad 
emulsificante 

PCRa Reacción de PCR con primers diseñados para 
regiones conservadas de NRPS  

Bandas en un gel de 
agarosa por electroforesis 

Nota. aBiniarz et al. (2017). bSlivinski et al. (2012). cSatpute et al. (2010). dDe Faria et al. (2011). 

eZhu et al., 2013. fValdés-Velasco (2016). gBrück et al. (2019). hde Souza et al. (2018). iOrtega-

de la Rosa et al. (2018). CMC corresponde al punto donde hay un cambio de pendiente abrupto 

de la tensión superficial contra la concentración del BS.  

El reto de la producción de los LP a gran escala está en resolver problemas de rendimientos 

de producción, costos, y procesos para la recuperación y purificación del producto (lo que 

representa alrededor de 60% de los costos); especialmente para el uso en aplicaciones 

terapéuticas que requieren alta pureza (François Coutte et al., 2017).
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2. Justificación 

Los biosurfactantes lipopeptídicos producidos por Bacillus presentan aplicaciones 

farmacológicas, médicas, ambientales, agrícolas, alimentarias, detergente, cosméticas, de 

biorremediación y cuidado personal (Drakontis & Amin, 2020). Por ende, el número de 

investigaciones sobre ellos sigue aumentando cada año (Henkel et al., 2017). Sin embargo, 

aún no son producidos comercialmente en grandes cantidades debido a su alto costo de 

producción, recuperación, purificación y baja productividad (François Coutte et al., 2017).  

La mayoría de los estudios sobre producción de LP se han realizado en FML. Este tipo 

de cultivo presenta algunas dificultades como la formación de espuma asociada con la 

producción del BS y un incremento en la viscosidad del medio debido a la producción de 

exopolisacáridos, lo que provoca una baja transferencia de oxígeno (Thomas et al., 2013). 

Dichos problemas se ven reflejados en el aumento de costos de producción y baja 

concentración del producto. Por otro lado, la FMS no presenta dichos problemas y son 

escasos los reportes de producción de LP en este tipo de cultivo, los cuales en su mayoría 

han utilizado soportes naturales (no inertes), residuos agrícolas o medios de cultivo 

complejos.  

Es importante entender la fisiología del microorganismo en el bioproceso, para poder 

incrementar la producción de los LP. Estudios previos han evaluado las condiciones 

nutricionales y ambientales y mejorado las cepas buscando favorecer el bioproceso, pero 

poco se ha investigado sobre el efecto del C/N del medio de cultivo, la relación del 

metabolismo primario y el uso de un tipo de cultivo prometedor como la FMS en la producción 

de LP.  

En este trabajo se analiza la producción de LP en FMS usando un medio líquido definido 

adsorbido en un soporte inerte que permite controlar las condiciones nutricionales de la 

fermentación, facilitar la recuperación del producto, y comparar con la FML, utilizando cepas 

de diferentes especies de Bacillus, silvestres y mutantes. Lo anterior, con el fin de 

comprender la fisiología de las cepas Bacillus, la relación con el metabolismo primario y 

algunos nutrientes limitantes claves, como el nitrógeno y el carbono del bioproceso. 

Asimismo, incrementar la producción de los LP aprovechando los beneficios de la FMS.
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3. Hipótesis 

El uso de un medio definido adsorbido en un soporte inerte permite obtener procesos con 

mayor producción de lipopéptidos generados por Bacillus spp. en FMS que en FML y una mejor 

descripción de la fisiología y del metabolismo del bioproceso.  

4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Obtener una alta producción de lipopéptidos por Bacillus en cultivo en medio sólido utilizando 

un medio definido adsorbido en un soporte inerte e identificar la relación entre los metabolismos 

primario y secundario relacionados con la síntesis de lipopéptidos. 

4.2 Objetivos específicos 

1. Obtener al menos una cepa mutante sobreproductora de lipopéptidos por mutagénesis 

inducida. 

2. Seleccionar y caracterizar el soporte inerte.  

3. Estandarizar un método de recuperación y análisis de lipopéptidos.  

4. Determinar el efecto de la relación carbono/nitrógeno sobre la producción de lipopéptidos 

por Bacillus subtilis ATCC 6633.  

5. Determinar el efecto del tipo de cultivo sobre la producción de lipopéptidos y metabolitos 

primarios derivados de la síntesis del piruvato para diversas cepas de Bacillus.  
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5. Estrategia experimental 

La estrategia experimental consistió en dos partes (Figura 4). En la parte I se utilizó B. subtilis 

ATCC 6633 para las experimentaciones las cuales incluyen: mejorar la cepa por mutagénesis 

inducida, seleccionar el soporte inerte que más beneficia el bioproceso y evaluar el efecto C/N 

del medio de cultivo en la producción de los LP.  

En la parte II se compararon cepas de diferentes especies de Bacillus en FMS y FML. Se 

evaluó y relacionó la producción de LP con la biosíntesis de metabolitos primarios, crecimiento 

de biomasa y consumo de glucosa.  

 

Figura 4. Estrategia experimental.
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ETAPA I 

6. Mejoramiento de cepa 

Dentro de las estrategias para el mejoramiento de cepas utilizadas para incrementar la 

producción de los metabolitos microbianos se encuentra la mutación inducida. Este tipo de 

mutación requiere del uso de un agente mutagénico ya sea físico o químico. Además, involucra 

dos etapas, la exposición del microrganismo al mutágeno y luego el aislamiento de los mutantes 

para su posterior ensayo y selección. Así, para el proceso de mejoramiento de la cepa se usó el 

agente físico luz ultravioleta (UV), ya que no requiere de gran experiencia en el método, ni una 

infraestructura amplia (Santander-Rodríguez, 2017). Se realizó una curva de supervivencia 

respecto al tiempo de exposición al agente, y para la selección de los microorganismos 

mejorados se usaron diferentes criterios, los cuales resultaron los más convenientes a partir de 

una comparación previa de diferentes posibles formas de selección (Anexo A). Los mutantes se 

fueron descartando poco a poco por no satisfacer los criterios de selección hasta elegir una 

posible cepa sobreproductora, a la cual se evaluó la estabilidad genética.  

6.1 Materiales y métodos 

6.1.1 Microorganismo 

Se utilizó una cepa de la colección nacional de cepas microbianas y cultivos celulares del 

CINVESTAV (México) con número CDBB 555 correspondiente a la silvestre Bacillus subtilis 

ATCC 6633 reportada como productora de surfactina e iturina y como cepa control una Bacillus 

subtilis caracterizada por su producción baja de LP. 

6.1.2 Conservación de la cepa 

A corto plazo, se propagó la cepa por estría en tubos inclinados con agar nutritivo (Bioxon). 

Después de la inoculación, se incubaron los tubos a 30 ºC durante 24 h, posteriormente se 

conservaron a 4 °C por un periodo no mayor a 2 semanas. A mediano plazo, la cepa se conservó 

en tubos crioprotectores (Yeast & Mould - Protect) a -20 °C. 
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6.1.3 Radiación con luz ultravioleta y curva de supervivencia 

A partir de un tubo inclinado de agar nutritivo con la cepa silvestre e incubado al menos 24 h, 

se inocularon 2 tubos de ensayo con 3 mL de caldo nutritivo (Bioxon) con tapón de algodón. La 

inoculación se realizó con asa microbiológica. Se incubaron los tubos a 30 °C por 24 h a 200 

rpm. Posteriormente, se vació el contenido de cada tubo en un matraz Erlenmeyer de 125 mL 

con 30 mL de caldo nutritivo (Bioxon). Se incubaron a 30 °C y 200 rpm por 16 h. Posteriormente, 

el inóculo se centrifugó, el sobrenadante se descartó y el “pellet” se resuspendió en 29 mL de 

glicerol estéril al 20% (p/v) y se homogenizó la suspensión. 

Se vertió la suspensión de bacterias en glicerol al 20% (p/v) en una caja Petri estéril (15x100 

mm) y se colocó bajo una lámpara de luz ultravioleta 6 W (300 µW/cm2, 254 nm) a una distancia 

de 30 cm durante 60 segundos (Zhang, 2012). La suspensión se mantuvo a una agitación de 30 

rpm y el procedimiento se realizó en una campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad 

y en completa obscuridad. Se tomaron muestras de 1 mL cada 10 segundos, que se guardaron 

en viales protegidos con papel aluminio para mantenerlas en oscuridad y se almacenaron a 4 °C 

para su análisis y posteriormente a -20 °C. Para el análisis de las muestras, se tomaron 100 µl 

de cada una de ellas, las cuales se diluyeron en secuencia 1:10 v/v en solución fisiológica estéril 

para determinar su viabilidad mediante el método de recuento en placa. Para ello, se usaron 100 

µL de cada muestra diluida y se inocularon cajas Petri con agar nutritivo (pH 7.0) por duplicado. 

Las cajas se incubaron en oscuridad a 30 °C por 48 horas y se contaron las UFC de las diluciones 

que las tenían entre 30 y 300 UFC (Xu et al., 2011). Se realizó una curva de tiempo de exposición 

al mutágeno contra el porcentaje de supervivencia. La supervivencia se estimó dividiendo las 

UFC sobrevivientes de un tiempo muestreado entre las UFC del tiempo cero y multiplicando por 

cien. El tiempo cero se consideró en el resultado de UFC que se obtuvó con base en la cepa no 

irradiada.  

6.1.4 Selección de los mutantes sobreproductores 

Para la selección de los posibles mutantes sobreproductores se les realizaron tres filtros. La 

selección primaria, fue la actividad hemolítica, la secundaria, la producción de LP en FMS a las 

48 h de cultivo y la terciaria, cinéticas de producción de LP durante 60 h por FMS. Se utilizó como 

testigo la cepa no irradiada.r 

Actividad hemolítica 

A partir de las muestras obtenidas a los 10 y 20 s de exposición a la luz UV, se inocularon 

100 µL por extensión en placa en cajas con agar sangre (MCD LAB, Anexo A), las cuales se 
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incubaron por 3 días a 30 °C (Zhao et al., 2012). Aquellas colonias que tuvieron una muy alta y 

baja actividad hemolítica se enumeraron aleatoriamente y se les estimó el índice de potencia (IP) 

el cual se definió como IP= Diámetro de hemólisis/ Diámetro de la colonia. 

Fermentación en medio sólido  

A partir de un tubo inclinado de agar nutritivo con la cepa silvestre o mutante incubada por 

24 h, se inocularon con asa microbiológica 2 tubos de ensayo con 3 mL de caldo nutritivo (Bioxon) 

con tapón de algodón. Se incubaron los tubos a 30 °C por 24 h a 200 rpm (medio semilla 1). 

Posteriormente, se vació el contenido de cada tubo en un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 30 

mL de caldo nutritivo (Bioxon) respectivamente. Se incubaron a 30 °C y 200 rpm por 24 h (medio 

semilla 2). Al final de este tiempo, los cultivos fueron usados para inocular el medio de cultivo 

utilizado para los estudios de FMS. 

Para la FMS se usó agrolita (Agrolita ®, Minerales Expandidos S.A. de C.V.) como soporte 

sólido, la cual se impregnó con un medio de cultivo mineral definido suplementado con glucosa 

como fuente de carbono, pH 7.0 (Tabla 4), resultado del trabajo de maestría de Valdés-Velasco, 

2016. Al medio se le adicionó inóculo correspondiente al 10% del volumen de medio final, se 

agitó y se adicionaron 2.35 mL a frascos ámbar de 30 mL que contenían 1 g de agrolita seca. Se 

homogeneizaron y se incubaron a 30 °C. La humedad inicial del medio sólido fue de 60%. 

Tabla 4. Medio de cultivo para la FMS. 

Componente g/L 

Glucosa 120 

NH4NO3 12 

Na2HPO4 12.78 

KH2PO4 16.33 

CaCl2 (x103) 3.09 

MgSO4·7H2O 1.77 

Na-EDTA (x103) 3.50 

FeSO4·7H2O 0.56 

MnSO4·H2O (x102) 16.06 

Nota: (x103) indica que el valor presentado en g/L esta multiplicado por dicho valor. Lo mismo 
aplica para (x102). 

6.1.5 Recuperación de lipopéptidos 

Para recuperar los LP producidos, se tomó 1 g de materia húmeda (agrolita + caldo de 

cultivo+ biomasa + LP) al cual se le adicionaron 10 mL de agua destilada, se agitó con vórtex 2 



Etapa I: Mejoramiento de cepa                                                                                                    32 

 
 

minutos, se tomaron 8 mL del extracto resultante (extracto crudo) evitando la agrolita y se 

centrifugó a 10000 rpm por 5 min (Valdés-Velasco, 2016).  

6.1.6 Cuantificación de los lipopéptidos 

La cuantificación de los LP se realizó de forma indirecta por medio de la actividad 

emulsificante (Anexo B). La actividad emulsificante (AE) se determinó del extracto crudo. A 400 

μL de muestra se agregaron 2.6 mL de una mezcla de buffer (20 mM Tris–HCl, 10 mM 

MgSO4·7H2O, pH 7.0) y 40 μL de mezcla n-hexadecano: 2-metilnaftaleno 1:1 (v: v) (Ortega-de 

la Rosa et al., 2018). Se agitó en vórtex por 2 min y se leyó la densidad óptica a los 5 min a 600 

nm. Una unidad emulsificante (UE/mL) se define como la cantidad de producto necesaria para 

incrementar la absorbancia en 0.1 unidades bajo las condiciones de ensayo.  

Se estimó la actividad emulsificante de los LP como equivalentes a surfactina (Eq SF), para 

ello se basó en una curva estándar de concentraciones conocidas de surfactina (Sigma Aldrich) 

y posteriormente, se relacionó con los gramos de materia seca final (gmsf) (Anexo B). En la curva 

estándar se presenta concentraciones de surfactina conocidas y su equivalente actividad 

emulsificante expresada como UE/mL. Se encuentra la relación de 48.78 UE/mg SF. La 

pendiente calculada sin intercepto respecto a la que considera el intercepto presenta un error del 

12.8 %. 

6.1.7 Estabilidad de la mutante 

Para la evaluación de la estabilidad, la posible mutante sobreproductora se sembró en estría 

por duplicado en agar nutritivo, se incubó a 30 °C por 24 h y se identificó como la primera 

generación. Luego, a partir de la primera generación, se propagó repitiendo el mismo 

procedimiento, esto se realizó hasta obtener la quinta generación. Después, utilizando cada 

generación se realizó una FMS por 48 h y se estimó la producción de LP (Meng et al., 2016). 

6.1.8 Análisis estadístico 

El software IBM SPSS Statistics 20 se utilizó para el análisis de varianza (ANOVA) y prueba 

Tukey con α igual a 0.05. 

6.2 Resultados y discusión 

Para seleccionar los posibles mutantes sobreproductores, primero, se realiza una curva de 

supervivencia para conocer el tiempo de radiación UV adecuado a exponer al microorganismo y 
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generar mutaciones sin dosis letales. En la Figura 6 se observa que el porcentaje de 

supervivencia decae de una manera drástica en los primeros 10 s de la radiación UV. Este 

comportamiento es diferente a lo descrito por Xu et al. (2011) y Zhang (2012), quienes utilizando 

una lampara de 15 W y condiciones similares a las de este trabajo, a los 10 s presentaron una 

tasa de supervivencia entre 45 a 70 %. Es posible que esta diferencia se deba a que ellos 

suspenden las bacterias en agua salina o un medio de cultivo con sales, los cuales posiblemente 

pueden refractar la luz U.V y no irradiar de manera eficiente a las bacterias (Kieser et al, 2000). 

Miller, 1985 reporta que entre 3 y 5% de supervivencia es el intervalo donde se esperaría que la 

mutación sea de tipo puntual. Si se usan dosis más prolongadas de radiación, aumenta mucho 

la probabilidad de obtener mutaciones múltiples, las cuales no son deseadas (Baños, 2010). Por 

esta razón, para las siguientes etapas de selección se evalúan las muestras obtenidas en los 

tiempos de exposición 10 y 20 s que corresponden a 7 y 1.4 % de supervivencia, 

respectivamente.  

 

Figura 5. Curva de supervivencia. Porcentaje de supervivencia y UFC/mL para cada tiempo de 

exposición. Se consideró el tiempo cero como el 100%. 

6.2.1 Selección de mutantes 

A partir de las muestras obtenidas en los tiempos de exposición de 10 y 20 s, se realiza un 

rastreo de UFC sobre agar sangre para observar la actividad hemolítica de los mutantes. La 

hemólisis es provocada por la disminución de la tensión superficial y el rompimiento de la 

membrana de los glóbulos rojos del medio a causa de algunos tipos de BS secretados, como los 

LP (Becerra & Horna, 2016). Existen 3 tipos de hemólisis: gamma, alfa y beta. Gamma es la 
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ausencia de hemólisis, alfa se refiere a una lisis parcial de eritrocitos que produce coloración 

verde oscura, esto resulta de la oxidación de la hemoglobina a metahemoglobina verde por el 

peróxido de hidrógeno secretado por las bacterias, o debido a la liberación de un producto de 

degradación de la hemoglobina llamado bili-verdina; y beta se refiere a la lisis completa de las 

células de la sangre que rodea a la colonia, se presenta como un color transparente, de color 

amarillo en el medio de agar sangre (Tomado de https://microbiologyinfo.com/haemolysis-of-

streptococci-and-its-types-with-examples/ el 06 de Mayo 2021). El tipo de hemólisis que genera 

los LP no se ha especificado. 

 

Figura 6. Índice de potencia de los mutantes. Las barras de error indican la desviación estándar 

de los experimentos realizados por duplicado. S1: B. subtilis ATCC 6633; S2: B. subtilis sp. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

En la primera búsqueda de mutantes se seleccionan 24 UFC (mutantes) ya que presentan 

los halos de hemólisis más grandes de todas las que crecieron. Luego, se etiqueta a cada 

mutante con un número que va desde el 31 hasta el 57 y se les estima el IP. En el análisis del IP 

se observa que la cepa B. subtilis sp. presenta el valor más alto en comparación con los de las 

mutantes y de la B. subtilis ATCC 6633 (Figura 7). Es un resultado inesperado ya que B. subtilis 

sp se caracteriza por producir niveles más bajos de LP que la cepa ATCC 6633. A pesar de ello, 

varios mutantes procedentes de ATCC 6633 presentan IP más altos que su parental. Así, de este 

primer filtro se eligen 11 mutantes; por un lado, los etiquetados como, 41, 42, 50, 39 y 46 ya que 

presentan los primeros cinco valores más altos de IP; por el otro lado, 35, 52, 57, 56 y 47 porque 
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son las que alcanzan los cinco valores más bajos en comparación con ATCC 6633 y el mutante 

51 por mostrar un valor similar a la cepa parental.  

 
Figura 7. Producción de LP a las 42 h por 11 mutantes en medio sólido. Las barras de error 

indican la desviación estándar de los experimentos realizados por duplicado. S1: B. subtilis 

ATCC 6633; S2: B. subtilis sp. Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, 

prueba Tukey). 

Posteriormente, para el siguiente paso de selección se realiza una FMS durante 42 h con los 

11 mutantes (Figura 8). El mutante 41 presenta el valor más alto de LP y el más bajo el 42. Este 

es un resultado inesperado ya que 41 y 42 presentan producción de LP no proporcional al IP que 

mostraron, los cuales eran similares y por encima del de ATCC 6633. Además, la cepa B. subtilis 

sp. exhibe la producción más baja de LP en contraste con el IP más alto obtenido. Por lo tanto, 

relacionando los IP con las concentraciones de LP que se obtienen de cada mutante, se 

encuentra que el grado de lisis de los glóbulos rojos no es proporcional con el nivel de producción 

de LP como lo menciona Mulligan et al. (1989) y Desai & Banat, 1997. La razón puede ser que 

el grado de formación de la zona hemolítica en las placas de agar con sangre no depende 

únicamente de las concentraciones de LP, sino que puede haber restricción de la difusión del BS 

a través del agar, también haber producción de enzimas líticas o producción de factores de 

virulencia que lisa los eritrocitos, generando falsos positivos (Jain et al., 1991; Lin et al., 1998). 

Por ello, la actividad hemolítica requiere ser apoyada por otras técnicas basadas en mediciones 

de la actividad superficial o de la concentración de LP (Becerra & Horna, 2016).  

Se observa que de los 11 mutantes, 8 alcanzan concentraciones más altas que la cepa 

parental. Sin embargo, para el siguiente paso de selección que consiste en llevar a cabo con 

cada mutante una cinética en FMS por 60 h tomando muestra cada 12 h, por cuestiones prácticas 
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para el desarrollo de las experimentaciones se escogen los tres mutantes que presentan en la 

FMS las concentraciones más altas de LP, 41, 51 y 52 y una cepa con producción mayor que la 

cepa parental, 35. En la FMS, B. subtilis sp. y el mutante 41 muestran la menor y mayor 

producción de LP respectivamente (Figura 9). La cepa 41 alcanza la máxima concentración a las 

24 h, B. subtilis sp. a las 36 h, ATCC 6633 y 35 a las 48 h y 51 y 52 a las 60 h. Los mutantes 41 

y 35 son los que alcanzaron 1.4 y 1.2 veces más producción que la cepa parental 

respectivamente, mostrando el 41 más alta concentración 1.2 veces que el 35. Si bien, el mutante 

41 incrementa la producción y productividad (0.27 mg Eq SF/gms h) de los LP en comparación 

con los demás mutantes obtenidos, los valores que alcanza se encuentran por debajo de los más 

altos reportados en FMS (Das & Mukherjee, 2007; Z. Zhu et al., 2014; Zouari et al., 2014). A 

continuación, con el fin de utilizar el mutante 41 para las experimentaciones futuras, se verifica 

su estabilidad genética. 

 
Figura 8. Producción de LP durante 60 h en medio sólido. Las barras de error indican la 

desviación estándar de los experimentos realizados por duplicado. S1: B. subtilis ATCC 6633; 

S2: B. subtilis sp.  

6.2.2 Estabilidad genética de la mutante 

Se selecciona la mutante 41 para realizar los estudios de producción de LP. Para determinar 

la estabilidad de la cepa mutante, se evalúa la producción de lipopéptidos de la cepa de 1 a 5 

generaciones; para ello, se realizan 5 subcultivos y cada uno de ellos se incuba bajo las 

condiciones de producción de LP. Después de 48 h de cultivo se encuentra que en ninguna de 
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las generaciones hubo producción de LP; por lo que, la cepa mutante 41 pierde la capacidad de 

producir lipopéptidos desde la primera generación. 

6.3 Conclusiones particulares 

Se obtuvieron dos cepas mutantes sobreproductores de LP por mutagénesis inducida, las 

cepas 41 y 35, presentando 1.4 y 1.2 veces más alta su producción respecto a la cepa silvestre 

B. subtilis ATCC 6633, respectivamente. Sin embargo, la cepa 41 en la prueba de estabilidad 

genética, pierde la capacidad para producir LP bajo las condiciones de estudio, por lo tanto, no 

se considera utilizarla para las experimentaciones siguientes. 

Además, se encontraron algunas limitaciones, la primera, en el proceso de selección de los 

mutantes ya que no se cuenta con técnicas rápidas, prácticas, fiables y de alta reproducibilidad 

para la identificación de la producción de LP en este tipo de estrategia. La segunda limitación, el 

hallazgo de la no estabilidad genética por parte de la que era la cepa candidata sobreproductora.  
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7. Caracterización y selección del soporte sólido 

En la sección anterior, las FMS se realizan utilizando como soporte sólido agrolita, que es 

una roca volcánica, inerte y ligera (Tomado de http://www.dicamex.com.mx/agrolita.html el 07 de 

mayo 2021). Sin embargo, la agrolita es un material frágil, con poca resistencia mecánica, por 

ende, se quiebra fácilmente, formando impurezas (polvo) que dificultan la recuperación y 

purificación del producto. Por lo tanto, se considera cambiar el soporte sólido para las futuras 

FMS. En esta sección inicialmente se presenta la comparación de diferentes soportes sólidos en 

beneficio de la producción de los LP, y posteriormente la caracterización del soporte 

seleccionado como más favorable para el bioproceso.  

7.1 Materiales y métodos 

7.1.1 Fermentación en medio sólido 

A partir de un tubo inclinado de agar nutritivo con Bacillus subtilis ATCC 6633, incubada al 

menos 24 h antes, se inocularon con asa microbiológica 2 tubos de ensayo con 3 mL de caldo 

nutritivo (Bioxon) y tapón de algodón. Se incubaron los tubos a 30 °C por 24 h a 200 rpm (medio 

semilla 1). Posteriormente, en un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de caldo nutritivo 

(Bioxon) se vació el contenido de cada tubo, respectivamente. Se incubaron a 30 °C y 200 rpm 

por 24 h (medio semilla 2). Al final de este tiempo, los cultivos fueron usados para inocular el 

medio de cultivo utilizado para los estudios de FMS. 

La FMS se desarrolló utilizando como soportes agrolita (tamaño de partícula entre 0.85 y 1.0 

mm), aserrín de pino (tamaño de partícula entre 0.42 y 3.3 mm) y espuma de poliuretano (PUF), 

en frascos ámbar de 30 mL, separadamente. Los soportes se lavaron con agua caliente y agua 

destilada y posteriormente se secaron a 100 °C hasta peso constante. El medio de impregnación 

en el soporte sólido fue el medio mineral definido que se presenta en la Tabla 4. Se adicionó 

inóculo correspondiente al 10% del volumen de medio final al medio de cultivo. Para la agrolita y 

aserrín, se agitó el medio inoculado y se tomaron 2.35 mL que se vertieron a los frascos que 

contenían 1 g del soporte correspondiente y para la PUF, se adicionaron 5 mL del medio 

inoculado a frascos que contenían 1 lámina cilíndrica (1 cm de alto, 3.5 cm diámetro) del soporte 

de densidad 27 Kg/m3. También, se llevó a cabo FML, en la cual se utilizaron matraces de 250 

mL y se les adicionaron 50 mL de medio de cultivo con 10 % inóculo y se agitaron constantemente 

http://www.dicamex.com.mx/agrolita.html
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las unidades experimentales a 200 rpm. Las fermentaciones se llevaron a cabo a 30 °C durante 

84 h. 

7.1.2 Recuperación y cuantificación de lipopéptidos 

Para recuperar los LP producidos en las FMSs, en el caso de la agrolita y el aserrín se utilizó 

la misma metodología descrita en la sección 6.1.5. En la FML, se centrifugó el contenido de cada 

matraz a 10000 rpm por 5 min y se tomó el sobrenadante para el análisis cuantitativo. En las 

fermentaciones con PUF, se adicionaron 10 mL de agua destilada al frasco que contenía el 

soporte sólido, se abolló con un embolo de jeringa varias veces, consecutivamente se tomó la 

suspensión (extracto 1), después se introdujo la lámina en una jeringa de 60 ml, se presionó con 

el émbolo y se recuperó el líquido extraído (extracto 2). Se mezclaron los extractos 1 y 2, 

recuperando aproximadamente 15 ml de suspensión (Anexo C). Posteriormente, se realizó el 

mismo procedimiento de recuperación que se realizó para la FML. El sobrenadante libre de 

células se le denominó extracto crudo. En referencia a la cuantificación de los LP, se siguió la 

misma metodología presentada en la sección 6.1.6. 

7.1.3 Humedad y pH 

La humedad se midió con 1 g de muestra fermentada en una termobalanza (Ohaus MB45) 

a 105 °C hasta peso constante. El extracto crudo se utilizó para el análisis de pH mediante el 

uso de un potenciómetro. La humedad y el pH se midieron al inicio y final del tiempo de 

incubación de cada fermentación.  

7.1.4 Caracterización del soporte inerte 

Se caracterizó y comparó las propiedades de diferentes densidades de espuma de 

poliuretano (PUF, por sus siglas en inglés PolyUrethane Foam), en forma de cilindros de 3.5 cm 

de diámetro y 1 cm de alto. Las siguientes características de las densidades 17, 20, 24, 27 y 35 

Kg/m3 fueron evaluadas: 

Capacidad de retención de agua (CRA) 

Se utilizaron 5 cilindros de PUF por cada densidad. Se adicionaron 50 mL de agua destilada 

en un vaso de precipitado de 250 mL, se agregó 1 cilindro de PUF previamente pesado, se 

presionó con una superficie plana hasta retirar el aire contenido en los poros y se dejó hidratar 

durante 10 min. Se retiró con una pinza, se dejó escurrir y se pesó en la balanza (Nuñez-Reyes, 

2012). La CRA se estimó con la siguiente Ecuación 3.  
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CRA= (Peso de la muestra húmeda- Peso de la muestra seca)/Peso de la muestra seca 

(Ecuación 3) 

Efecto de la PUF sobre la retención y pH del medio de cultivo 

Se utilizaron 2 cilindros de PUF por cada densidad. Se adicionaron 50 mL de medio de cultivo 

(Tabla 4) en un vaso de precipitado de 250 mL y se agregó 1 cilindro de PUF previamente pesado 

en la balanza, se presionó con una superficie plana hasta retirar el aire contenido en los poros y 

se dejó hidratar durante 10 min. Se retiró con una pinza, se dejó escurrir y se pesó en la balanza. 

Treinta segundos, se prensó dentro de una jeringa de 60 ml y se pesó nuevamente. Se estimó 

la cantidad del medio de cultivo en la PUF que se impregnó y también el que mantuvo retenido 

después de prensar. También, se midió el pH inmediatamente después de prensar la PUF.  

Velocidad constante de secado y humedad crítica 

Se utilizó 1 cilindro de PUF por cada densidad. Se adicionaron 50 mL de agua destilada en 

un vaso de precipitado de 250 mL y se agregó 1 cilindro de PUF previamente pesado en la 

balanza, se presionó con una superficie plana, hasta retirar el aire contenido en los poros y se 

dejó hidratar durante 10 min (Nuñez-Reyes, 2012). Se retiró con una pinza, y se colocó en la 

termobalanza (OHAUS) a 130 °C y se midió el peso húmedo cada 15 s hasta 90 s de peso 

constante. Con los datos recolectados se construyeron gráficas de velocidad de secado en 

función de la humedad, como se ejemplifica en la Figura 10. La humedad crítica se estimó de la 

intersección de la línea correspondiente a la velocidad constante de secado con la de velocidad 

de secado decreciente.  

 

Figura 9. Identificación de la velocidad constante de secado y humedad crítica. 
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Ensayo de la compresión 

Para estimar el módulo de elasticidad o módulo de Young (Smith & Hashemi, 2006), se utilizó 

un texturómetro Stable Micro Systems, modelo TA-XT2i (Texture Technologies Corp., White 

Plains, NY, EUA), equipado con una celda de carga de 4.5 kg (25.4 mm diámetro x 35 mm altura). 

La detección automática del contacto de la sonda cilíndrica de acrílico con la lámina de PUF se 

realizó a una fuerza de contacto de 0.039 N. Cada cilindro de PUF se comprimió un 70%, usando 

1 ciclo de compresión a una velocidad constante del cabezal de 1.0 mm/s. El Software del equipo 

fue Texture Expert Windows Version 3.2. Este ensayo se realizó por duplicado para cada 

densidad de PUF con dos repeticiones técnicas. A partir de los datos recolectados se 

construyeron gráficas de tensión vs deformación, en las cuales se estimó la pendiente en la zona 

de la recta elástica del material (zona lineal) que corresponde al moduló de elasticidad (Ecuación 

4). Siendo E el módulo en pascal, σ fuerza uniaxial por superficie de la unidad, en pascal y ε 

deformación o deformación proporcional (esto quiere decir el cambio de longitud dividido por la 

longitud original). 

Módulo de elasticidad (E)= Tensión (σ)/Deformación (ε) (Ecuación 4) 

Retención de lipopéptidos 

Se utilizaron 18 tubos de vidrio (diámetro x altura: 16 x 10 mm), en los cuales a seis de ellos 

se les adicionaron un pedazo de PUF (15 mg peso aproximadamente) de densidad 17 Kg/m3, 

luego a partir de los seis tubos, a dos tubos se le adicionaron 45 µl de LP crudos de 16 g/L, a 

otros dos 20 g/L y los dos restantes 24 g/L. De igual forma, a otros seis tubos de los 18 se les 

agregaron PUFs de 27 Kg/m3 y se realizó el mismo procedimiento que a los tubos con PUF 17 

Kg/m3.  A los seis tubos restantes de los 18 no se les adicionaron PUF, pero si se adicionaron 45 

µl de LP crudos de 16 g/L a dos de ellos, a otros dos 20 g/L y a los dos sobrantes 24 g/L. Después, 

los tubos se mantuvieron por 36 h a 4 °C. Para la recuperación de los LP, se adicionaron 405 µL 

de agua destilada a cada tubo, se llevó a vórtex por 30 s y al extracto se midió la AE comparando 

el efecto de la presencia o ausencia de la PUF en la retención de LP. 

Efecto de la PUF en el crecimiento de la bacteria 

El crecimiento se estimó indirectamente mediante respirometría (Torres-Mancera, 2013). A 6 

matraces de 250 mL se adicionaron 50 mL de medio de cultivo (Tabla 4), a 3 de ellos se 

adicionaron 200 mg de PUF molida de densidad 17 Kg/m3. Los matraces se conectaron a un 

metabolímetro a un flujo de aire de 20 a 30 mL/min por matraz durante 45 h a 30 °C y 200 rpm 

(Saucedo-Castañeda et al., 2016).  
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Se realizaron los cálculos con los datos experimentales obtenidos por el metabolímetro y la 

ayuda de una hoja de cálculo. Los datos de producción de CO2 se integraron y se graficaron vs 

tiempo y la curva obtenida se ajustó a un modelo logístico usando la herramienta “Solver” del 

programa Excel (Microsoft). Con base en el ajuste se determinó la tasa específica de producción 

de CO2 (𝜇𝑐𝑜2) y el tiempo de fase lag (Favela-Torres et al., 2001). 

7.1.5 Análisis estadístico 

El software IBM SPSS Statistics 20 se utilizó para el análisis de varianza (ANOVA) y prueba 

Tukey con α igual a 0.05. 

7.2 Resultados y discusión 

7.2.1 Comparación de soportes sólidos en la producción de lipopéptidos 

La comparación de diferentes soportes y la FML en la producción de LP se realizó utilizando 

el mismo medio de cultivo (Tabla 4). Los soportes evaluados, aserrín de pino, agrolita y PUF son 

de origen y composición distinta. El aserrín es un residuo de la madera y es un material orgánico 

mientras que la agrolita es de origen volcánico y es inorgánica, y la PUF es un material sintético 

y poroso. En la Figura 11 se observa que el aserrín es el soporte que menos favorece la 

producción, una de las posibles razones es que el material presenta actividad antibacteriana, la 

cual no permite el desarrollo adecuado de la cepa y por ende una alta producción de LP (Tomado 

de https://www.forestalmaderero.com/articulos/item/el-pino-es-el-horror-de-una-bacteria-

hospitalaria.html el 10 de mayo 2021). También, se aprecia que desde el tiempo cero el aserrín 

muestra ya presencia de LP, la cual no es conveniente ya que interfiere con la estimación de los 

productos generados una vez inicia la fermentación. Esta interferencia puede ser debida a que 

la madera contiene BS naturales y uno de los principales componentes de la resina de pino es 

la colofonia (rosin o resina de goma) que se utiliza como materia prima para producir surfactantes 

de tipo aniónico, catiónico y zwiteriónico (Pichardo-Sánchez, 2019). Así que el aserrín es 

descartado como soporte para el desarrollo del bioproceso. Por otro lado, la mayor concentración 

de LP se obtiene en FMS con agrolita y PUF, y es similar a la obtenida en FML. La duración de 

la fase de adaptación es mayor en el medio sólido con PUF (24 h) y en FML (30 h). La 

productividad de LP con agrolita y PUF es mayor (100 mg/L h) que las obtenidas con aserrín y 

en FML (41 y 67 mg/L h respectivamente). 

Con base en los resultados, la agrolita y PUF son buenos candidatos como soporte inerte 

para el bioproceso. Sin embargo, como se menciona en el inicio de esta sección, el uso de la 

agrolita genera algunas dificultades en la recuperación y análisis de LP. Por lo tanto, se propone 

https://www.forestalmaderero.com/articulos/item/el-pino-es-el-horror-de-una-bacteria-hospitalaria.html
https://www.forestalmaderero.com/articulos/item/el-pino-es-el-horror-de-una-bacteria-hospitalaria.html
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como alternativa de soporte la PUF, que ha reportado una capacidad de retención de agua 12 

veces mayor que la agrolita, la cual permite producir mayor cantidad de LP (Juárez-Cárdenas, 

2015; Nuñez-Reyes, 2012). No obstante, al material seleccionado se evalúan más características 

consideradas necesarias para el desarrollo del bioproceso que a continuación se van a describir.  

 
Figura 10. Comparación de soportes en FMS y FML 

7.2.2 Caracterización del soporte sólido 

La PUF es un material con alta capacidad de retención de agua, no es costoso, no se 

deteriora con el agua, presenta resistencia mecánica y es un soporte inerte. Existe gran variedad 

de PUFs, las cuales dependen de su composición química, estructura y morfología de la 

microfase resultante (Yilgor et al., 2006). Por ello, se comparan 5 densidades de PUF para 

caracterizarlas y posteriormente seleccionar la densidad que presenta las cualidades deseadas 

para la producción de LP en medio sólido como alta CRA, no generación de cambios en el pH 

del medio de cultivo, no inhibición de crecimiento de la bacteria, no retención de LP, resistencia 

mecánica (a la compresión) y a perder fácilmente el agua contenida. Las densidades evaluadas 

son 17, 20, 24, 27 y 35 Kg/m3 en forma de cilindros de 3.5 cm de diámetro por 1 cm de alto. 

Capacidad de retención de agua 

En la Figura 12 se muestra la CRA de las diferentes densidades de PUF evaluadas. Se 

observa que a medida que incrementa la densidad del soporte existe una menor CRA. Este 

comportamiento se debe a que va disminuyendo los espacios vacíos del soporte que ocupa el 

agua a medida que va aumentando la masa respecto al volumen del sólido (Burés et al., 1997). 

La CRA de la densidad más baja (17 Kg/m3 ) respecto a la más alta evaluada (35 Kg/m3) es 2.6 
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veces mayor. Un soporte con una mayor CRA permite impregnar más medio de cultivo y de esa 

forma producir quizás más cantidad de producto. Sin embargo, un soporte muy saturado en agua 

posiblemente bloquea los poros de la PUF obstruyendo la difusión del oxígeno a través de la 

matriz del material (Jiménez-Peñalver et al., 2018). 

  
Figura 11. Capacidad de retención de agua de las densidades de PUF 17, 20, 24, 27 y 35 

Kg/m3. Las barras de error indican la desviación estándar de los experimentos realizados por 

quintuplicado. Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

Efecto de la PUF sobre la recuperación del medio de cultivo 

  
Figura 12. Porcentaje de a) Medio de cultivo y b) Agua recuperada después del prensado de 

las densidades de PUF 17, 20, 24, 27 y 35 Kg/m3. Las barras de error indican la desviación 

estándar de los experimentos realizados por duplicado. Letras diferentes indican diferencias 

significativas (α=0.05, prueba Tukey). 
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En la Figura 13, se presenta el porcentaje de recuperación del medio de cultivo y el agua 

después saturar el soporte con cada líquido y prensarlo. A partir de las diferentes densidades de 

PUF se recupera entre el 90-95% del medio de cultivo y agua impregnada y más de 98% del 

agua impregnada en la PUF 17 Kg/m3. Este resultado demuestra que el uso de la PUF facilita 

los procesos de recuperación de los LP.  

Porcentaje de retención de lipopéptidos 

Se realiza la evaluación de la retención en el soporte de los LP crudos bajo diferentes 

concentraciones (16, 20 y 24 g/L) una vez se impregnan a ciertas densidades de PUF (17 y 27 

Kg/m3) y posteriormente se recuperan. En la Figura 14 se observa que los LP crudos se 

recuperan 100% independiente de la concentración utilizada y la densidad de la PUF. Esta 

característica es imprescindible para considerar la PUF como un soporte sólido para llevar a cabo 

el bioproceso en FMS, el cual debido a que no retiene LP, no dificulta la recuperación y análisis 

de estos productos. 

 
Figura 13. Lipopéptidos recuperados de las densidades de PUF 17 y 27 Kg/m3. Las barras de 

error indican la desviación estándar de los experimentos realizados por duplicado. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

Efecto de la PUF en el pH del medio de cultivo y agua 

El pH es un parámetro importante ya que a pH ácidos (pH<5) los LP se precipitan (Yeh et al., 

2006). En la Tabla 5, se muestra el efecto de las diferentes densidades de PUF sobre el pH del 

agua y el medio de cultivo que se impregnan y luego se recuperan por prensado de los soportes. 

El pH inicial del agua evaluada y el medio de cultivo es de 7.0. Las diferentes densidades generan 

en el agua un incremento de pH de a lo mucho media unidad y en el medio de cultivo menor a 
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una centésima de unidad. Se infiere que las PUF no presentan interacciones químicas con los 

líquidos evaluados que generen cambios grandes en el pH. En el caso del medio de cultivo, es 

posible que el efecto amortiguador sobre el pH es debido al alto contenido de fosfatos (Tabla 4). 

Por lo tanto, se descarta la influencia de las PUFs en generar variación de pH en el medio de 

cultivo. 

Tabla 5. Efecto de diferentes densidades de PUF en el cambio de pH del agua y en el medio de 

cultivo 

Densidad de 
PUF (Kg/m3) 

17 20 24 27 35 

Agua 0.18 ± 0.06 0.39 ± 0.13 0.41 ± 0.18 0.28 ± 0.08 0.45 ± 0.09 

Medio de cultivo 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 

 

Efecto en el crecimiento de la bacteria 

  

Figura 14. Efecto de la PUF en la a). Tasa específica de crecimiento y b). Tiempo de fase Lag. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

Se compara el efecto de la presencia y ausencia de PUF en el medio de cultivo sobre el 

crecimiento de la bacteria. De acuerdo a lo reportado por Saucedo-Castañeda et al. (1994), la 

producción de CO2  es una medida indirecta del crecimiento y en la fase exponencial la 𝜇𝐶𝑂2 

equivale a la tasa específica de crecimiento (𝜇). Par lo tanto, se estima los parámetros 𝜇𝐶𝑂2 y 

tiempo de fase Lag, a partir de los valores de concentración de CO2 obtenidos en las 

fermentaciones. En la Figura 15.a se aprecia que no hay un efecto negativo de la PUF presente 

en el medio de cultivo sobre la 𝜇 del microorganismo. De hecho, 𝜇 aumenta 1.3 veces respecto 

a la fermentación sin presencia de PUF. En cuanto al tiempo de fase Lag (Figura 15.b), no hay 
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diferencias importantes entre los cultivos con y sin PUF. Con base en estos parámetros, se 

comprueba que la presencia de PUF no afecta de forma negativa el crecimiento del 

microorganismo y en cambio parece favorecerlo como lo reportan Lima-Pérez et al. (2019) y 

Pérez Sánchez (2014). 

Resistencia a la compresión 

 
Figura 15. Módulo de elasticidad de las densidades de PUF 17, 20, 24, 27 y 35 Kg/m3. Las 

barras de error indican la desviación estándar de los experimentos realizados por duplicado. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

La resistencia de un material a la compresión se determina por el módulo de elasticidad o 

módulo de Young. A mayor resistencia, el valor del módulo es mayor, es decir que requiere 

aplicar una mayor compresión para la deformación del material. En la Figura 16 se muestra el 

módulo de elasticidad correspondiente a cada densidad, estimado a partir de la pendiente de la 

recta en la zona lineal correspondiente a la recta elástica del material (Anexo E). Se encuentra 

que a medida que aumenta la densidad, el módulo también hasta la densidad 27 Kg/m3 ya que 

posteriormente disminuye abruptamente. La resistencia a la compresión no solo depende de la 

densidad sino de otros factores tales como la composición química, morfología y microestructura, 

por ejemplo el tamaño y forma de las celdas, porosidad, cristalinidad, polimerización, entre otros 

(Serrano et al., 2017; Yilgor et al., 2006), así que para comprender mejor dicho resultado será 

necesario realizar pruebas complementarias a los materiales que para el objetivo de este trabajo 

no fueron indispensables.   

Particularmente, la densidad de 27 Kg/m3 presenta una mayor resistencia a la compresión de 
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es importante a futuro para el diseño del biorreactor en FMS, ya que previene el escurrimiento 

del líquido fermentado. 

7.3 Conclusiones particulares 

La FMS frente a la FML aumentó la productividad de los LP. Por ende, se compararon 

diferentes soportes como el aserrín de pino, la agrolita y la PUF para seleccionar aquel que 

permite la mayor producción de LP. El aserrín se descartó por presentar BS y presuntamente 

acción antibacteriana. La producción y productividad de LP en agrolita y PUF fueron similares, 

aunque este último es un material que presenta resistencia mecánica y tiene una CRA mucho 

mayor que el de la agrolita, por lo que, el uso de PUF permitiría obtener mayor cantidad de LP 

que con la agrolita, ya que se puede adicionar mayor proporción de medio de cultivo. 

Adicionalmente, facilita el proceso de recuperación y análisis de los productos porque no genera 

impurezas, se puede recuperar hasta el 95% del medio de cultivo por simple prensado del 

material y 100% los LP impregnados en el soporte. También, no genera cambios en el pH del 

medio de cultivo y no inhibe el crecimiento bacteriano. Es por ello, que la PUF se seleccionó 

como el soporte más adecuado para el bioproceso.  

Adicionalmente, diferentes densidades de PUF (17, 20, 24, 27 y 35 Kg/m3 ) se compararon 

presentando similares características. Sin embargo, la PUF de 27 Kg/m3  a diferencia de las otras 

densidades, presentó una velocidad constante de secado baja que no permite que el agua 

retenida se evapore tan fácilmente y la mayor resistencia a la compresión (mayor resistencia 

mecánica); importante para las perspectivas en el diseño del bioproceso, de esta manera se 

asegura que la evaporación y escurrimiento del medio de cultivo sea poco. Como consecuencia, 

en los siguientes experimentos se utilizará como soporte sólido la PUF 27 Kg/m3 . 
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8. Evaluación del efecto de la relación C/N en la producción de 

los lipopéptidos 

Los LP como metabolitos secundarios, normalmente se producen cuando el crecimiento se 

limita por el agotamiento de uno o más nutrientes claves; como la fuente de carbono, nitrógeno 

o fósforo (Barrios-González, 2012). Onwosi & Odibo, 2012 mencionan que el tipo y concentración 

de carbono y nitrógeno y su relación C/N es un factor vital que influye en la producción de BS. 

Sin embargo, son escasos los estudios relacionados y aún más en FMS para LP. Además, el 

número de publicaciones en la literatura sobre la influencia cualitativa y/o cuantitativa del 

nitrógeno en la producción de BS por Bacillus es todavía bajo, siendo las fuentes inorgánicas 

más adecuadas para la biosíntesis de LP (Chen et al., 2015; Fonseca et al., 2007). Por ende, se 

evalúa el efecto de diferentes fuentes de nitrógeno y relaciones C/N en la producción de LP en 

FMS utilizando como soporte la PUF.  

8.1 Materiales y métodos 

8.1.1 Fermentación en medio sólido 

Tabla 6. Medios de cultivo con diferentes C/N y fuentes de nitrógeno. 

Fuente de 
nitrógeno 

Nitrato de amonio 
(NH4NO3) 

 

Cloruro de amonio 
(NH4Cl) 

Nitrato de sodio 
(NaNO3) 

C/N 11.4 8.6 5.7 11.4 8.6 5.7 11.4 8.6 5.7 

Componente g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L 

Glucosa 120 120 120 120 120 120 120 120 120 

Nitrógeno 12.03 15.95 24.03 16.08 21.32 32.16 25.55 33.87 51.10 

Na2HPO4 12.78 12.78 12.78 12.78 12.78 12.78 12.78 12.78 12.78 

KH2PO4 16.33 16.33 16.33 16.33 16.33 16.33 16.33 16.33 16.33 

CaCl2 (x103) 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 

MgSO4·7H2O 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 

Na-EDTA (x103) 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 

FeSO4·7H2O 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 

MnSO4·H2O (x102) 16.06 16.06 16.06 16.06 16.06 16.06 16.06 16.06 16.06 
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Se utilizó Bacillus subtilis ATCC 6633 para las experimentaciones. La cepa se conservó y la 

FMS se desarrolló utilizando PUF como se describe en la sección 6.1.1 y 7.1.1, respectivamente. 

A partir del medio de cultivo de la Tabla 4 que presenta un C/N=11.4 se evaluaron diferentes 

relaciones C/N (5.7, 8.6 y 11.4). Para ello, se modificaron las fuentes y concentraciones de 

nitrógeno. Las fuentes evaluadas fueron nitrato de amonio, cloruro de amonio y nitrato de sodio 

(Tabla 7). También, se comparó el efecto de mantener constante el C/N=11.4 pero variando las 

concentraciones de glucosa y de nitrógeno (Tabla 8). Además, se evaluaron cinco diferentes C/N 

pero variando únicamente la concentración de la fuente de carbono, los medios se presentan en 

la Tabla 9. Para la recuperación y cuantificación de los LP producidos en las FMSs, se utilizó la 

misma metodología descrita en la sección 7.1.2. 

Tabla 7. C/N=11.4 bajo diferentes concentraciones de glucosa y nitrógeno. 

Medio (g/L) 120 C-12 N 90 C-9 N 60 C-6 N 

Componente g/L g/L g/L 

Glucosa 120 90 60 

NH4NO3 12.03 9.03 6.03 

Na2HPO4 12.78 12.78 12.78 

KH2PO4 16.33 16.33 16.33 

CaCl2 (x103) 3.09 3.09 3.09 

MgSO4·7H2O 1.77 1.77 1.77 

Na-EDTA (x103) 3.50 3.50 3.50 

FeSO4·7H2O 0.56 0.56 0.56 

MnSO4·H2O (x102) 16.06 16.06 16.06 

 

Tabla 8. Medios de cultivo con diferentes C/N variando la concentración de glucosa. 

C/N 5.7 8.5 11.4 14.2 17.1 

Componente g/L g/L g/L g/L g/L 

Glucosa 30 45 60 75 90 

NH4NO3 6.03 6.03 6.03 6.03 6.03 

Na2HPO4 12.78 12.78 12.78 12.78 12.78 

KH2PO4 16.33 16.33 16.33 16.33 16.33 

CaCl2 (x103) 3.09 3.09 3.09 3.09 3.09 

MgSO4·7H2O 1.77 1.77 1.77 1.77 1.77 

Na-EDTA (x103) 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 

FeSO4·7H2O 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 

MnSO4·H2O (x102) 16.06 16.06 16.06 16.06 16.06 
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8.1.2 Análisis de espectrometría de masas (UPLC–MS) 

El extracto crudo de una FMS con 48 h de cultivo se analizó mediante UPLC-MS de fase 

reversa (AQUITY UPLC H-Class, Waters). La muestra recién filtrada (10 µL) se inyectó en una 

columna C18 (AQUITY UPLC BEH C-18, 2,1 × 50 mm, 1,7 µm, Waters) acoplada a un cuadrupolo 

simple MS (Detector AQUITY SQ, Waters) con interfaz de ionización por electrospray que 

permitió la detección simultánea de las tres familias de LP. El flujo fue de 0.6 mL/min durante 7 

min con un gradiente de acetonitrilo/agua que contenía ácido fórmico al 0.1% como sigue: la 

elución se inició con un 30% de acetonitrilo; después de 2.43 min, se llevó el acetonitrilo al 95% 

y luego se redujo de nuevo al 30% a los 5.1 min hasta el final. Para la ionización de la muestra, 

la temperatura de la fuente se estableció en 130 °C con una temperatura de desolvatación de 

400 °C, un flujo de nitrógeno de 1000 L/h y un voltaje de cono de 120 V (Brück et al., 2019). 

8.1.3 pH 

El extracto crudo se utilizó para el análisis de pH mediante el uso de un potenciómetro. 

8.1.4 Glucosa 

La determinación de glucosa se llevó a cabo mediante el kit enzimático SPINREACT. Se 

utilizó el estándar original del kit el cual se diluyó 1:10 quedando a una concentración final de 0.1 

g/L. En un tubo de ensayo se adicionaron 100 μl de la muestra a evaluar, luego se agregaron 

900 μl del reactivo. Se agitó en vórtex y se incubó a 37 °C por 10 minutos. Transcurrido el tiempo 

se leyó la absorbancia de la muestra en un espectrofotómetro (Shimadzu UV 1800) a 505 nm. 

Las muestras se diluían para llevarlas a una concentración de glucosa menor a 5 g/L por 

sugerencia del kit. 

8.1.5 Análisis estadístico 

El software IBM SPSS Statistics 20 se utilizó para el análisis de varianza (ANOVA) y prueba 

Tukey con α igual a 0.05. 

8.2 Resultados y discusión 

8.2.1 Efecto de diferentes fuentes de nitrógeno y C/N en la producción de 

lipopéptidos  
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Se evalúan tres fuentes de nitrógeno inorgánicas: nitrato de amonio, cloruro de amonio y 

nitrato de sodio, las cuales se seleccionan porque potenciaron la producción de LP cuando se 

compararon con otras fuentes en estudios previos. Por ejemplo, el nitrato de amonio es la mejor 

fuente para Fonseca et al. (2007) y Guimarães et al. (2019); cloruro de amonio para Li et al. 

(2012) y Nair et al. (2020) y nitrato de sodio para Abdel-Mawgoud et al. (2008) y Swastika et al. 

(2013). Las fuentes de nitrógeno se evaluaron junto con tres relaciones C/N: 5.7, 8.6 y 11.4 (Tabla 

7). Se eligieron relaciones por debajo de 11.4 tomando como referencia que la surfactina 

presenta en su composición C/N= 6.5, Fonseca et al. (2007) reportan que C/N=3 es la condición 

que permite la mayor producción de LP de las relaciones comparadas (C/N=9 y 15), mientras 

Ghribi & Ellouze-Chaabouni, 2011 la encuentra a C/N=7 y Mejía Farfán, 2008 a C/N=11.6. Las 

discrepancias en las relaciones C/N que se encuentran en los mencionados estudios pueden 

relacionarse con las diferentes condiciones nutricionales y ambientales que utilizaron y la 

genética y el origen de las cepas estudiadas (Sun et al., 2010). 

 

Figura 16. Efecto de la relación C/N y fuente de nitrógeno en la producción de LP. Las barras 

de error indican la desviación estándar de los experimentos realizados por triplicado. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

En la Figura 17 se muestra el efecto de las fuentes de nitrógeno y las C/N evaluadas en FMS 

a las 48 h de cultivo. Se observa que nitrato de amonio permite una mayor producción de LP en 

comparación con las demás fuentes. Por medio de un análisis estadístico se obtiene que la fuente 

de nitrógeno es significativa (α=0.05), y la relación C/N, pero no la interacción entre los factores. 

Además, el análisis presenta dos grupos homogéneos, C/N 11.4 junto 8.6, y 8.6 con 5.7, siendo 

el primer grupo el más favorable para el bioproceso. En consecuencia, las mejores condiciones 

para la producción de LP es el uso de nitrato de amonio y C/N=11.4 y se utilizan para las próximas 
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experimentaciones. Nitrato de amonio también se ha elegido como la más favorable entre otras 

fuentes de nitrógeno en FMS para producción de LP (Das & Mukherjee, 2007). Davis et al. (1999) 

reportan que, al utilizar nitrato de amonio, los iones amonio favorecen el crecimiento del Bacillus, 

mientras que el ion nitrato se consume durante la producción del BS por la bacteria y parece que 

participa en la activación del metabolismo secundario.  

Por otro lado, se quiere ver el efecto de la concentración de los componentes carbono y 

nitrógeno en el medio mineral sobre la producción de los LP. Por ende, se evalúan diferentes 

concentraciones de glucosa y nitrato de amonio, manteniendo relación C/N=11.4 constante 

(Tabla 8).  

8.2.2 Efecto de las diferentes concentraciones de la fuente de carbono y 

nitrógeno a una relación C/N constante. 

 
Figura 17. C/N=11.4 bajo diferentes concentraciones de glucosa y nitrato de amonio. Las 

barras de error indican la desviación estándar de los experimentos realizados por duplicado. 

Letras diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

Se elige evaluar tres concentraciones de glucosa-nitrato de amonio por debajo del medio 

inicial (120-12 (Tabla 4), 90-9 y 60-6 g/L) para evitar generar efectos negativos en el desarrollo 

del bioproceso debido a las altas concentraciones que se usarían, manteniendo C/N=11.4 y 

tomando muestras a los 36, 48 y 60 h. En la Figura 18 se ve la tendencia de a menor 

concentración de glucosa-nitrato de amonio, mayor producción de LP, es posible que las altas 

concentraciones de fuente de carbono y nitrógeno estén generando inhibición por sustrato. La 

concentración de glucosa-nitrato de amonio y el tiempo de cultivo son factores significativos 

(α=0.05) pero no la interacción entre ellos. La condición que permite la más alta producción es a 

las 48 h con 60 g/L de glucosa y 6 g/L de nitrato de amonio. Fonseca et al. (2007) hallan que la 
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concentración 4 g/L de nitrato de amonio es aquella que más favorece la producción de los LP 

por Bacillus subtilis YRE207, siendo una concentración cercana a la que se obtiene con la mejor 

condición. Así que una vez seleccionada la relación de concentraciones glucosa-nitrato de 

amonio se evalúan diferentes C/N por encima y por debajo de 11.4 a las 48 h de cultivo.  

8.2.3 Efecto de diferentes C/N manteniendo la concentración de la fuente 

de nitrógeno constante 

En la comparación de las C/N se toma como referencia la relación 11.4 que contiene 60 

g/L de glucosa y 6 g/L de nitrato de amonio y de ahí se evalúan dos C/N por encima y por debajo 

de ella, respectivamente, manteniendo la concentración de la fuente de nitrógeno constante 

(Tabla 9). En la Figura 19, se presenta que al incrementar el C/N, mayor es la producción del LP. 

Este resultado es similar al que se encuentra en la sección 8.2.1. Sin embargo, difiere de la 

tendencia que obtienen Fonseca et al. (2007). Ghribi & Ellouze-Chaabouni, 2011 hallan con B. 

subtilis SPB1 que a medida que el C/N aumenta, la producción de LP de igual forma, hasta 

alcanzar C/N=7, posteriormente la biosíntesis del producto disminuye. Nair et al. (2020) 

presentan similarmente este comportamiento, pero el cambio se da en C/N=20 con B. velezensis 

ASN1. A partir de estos reportes y el resultado que se obtiene, se infiere que el factor limitante 

clave entre el nitrógeno y el carbono, es este último debido a que se requiere de más carbono 

que de nitrógeno para generar un incremento en la producción de LP.  

 
Figura 18. Efecto del C/N en la producción de lipopéptidos con 48 h de cultivo. Las barras de 

error indican la desviación estándar de los experimentos realizados por duplicado. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (α=0.05, prueba Tukey). 

El C/N= 17.1 es el que lidera la mayor producción de LP y es la misma relación que 

Ghazala et al., 2017 encuentra dentro de la comparación de C/N entre 8-122 utilizando B. 
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mojavensis I4, fuente de carbono glucosa y de nitrógeno ácido glutámico. Sin embargo, 

Guimarães et al., 2019 mencionan que el cambio de C/N no influye en la producción del LP  

 

Figura 19. Espectros de masas de los lipopéptidos producidos en FMS. 
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surfactina. A mi conocimiento, al día de hoy no hay reportes de evaluación del efecto C/N en 

FMS sobre la producción de LP por Bacillus spp. Así, este sería el primer estudio reportado, 

aunque en el sistema evaluado en este trabajo, sería importante encontrar en qué C/N se observa 

el punto de flexión entre el incremento y decremento de la producción del producto. Este ensayo 

no se pudo llevar a cabo debido a la contingencia mundial por el SARS-CoV-2. 

8.2.4 Identificación de los lipopéptidos producidos 

En la Figura 20 se describe en los espectros de masas los compuestos homólogos que se 

obtienen de la FMS con el medio de la Tabla 4 por B. subtilis ATCC 6633. Se observa producción 

de surfactina e iturina pero no de fengicina, lo cual es característico de esta cepa (Fickers et al., 

2008). Además, producción de surfactina desde 12 a 17 átomos de carbono en su cadena del 

ácido graso y de iturina con 16 y 17 átomos de carbono en su ácido graso. 

8.3 Conclusiones particulares 

Aprovechando las ventajas que ofrece utilizar un medio definido adsorbido en un soporte 

inerte como la espuma de poliuretano, se logró comparar diferentes relaciones C/N y diferentes 

fuentes de nitrógeno. La fuente de nitrógeno que benefició en mayor medida la producción de LP 

es el nitrato de amonio en comparación con cloruro de amonio y nitrato de sodio. Se encontró 

que, al disminuir las concentraciones de la fuente de carbono y nitrógeno a la mitad, manteniendo 

la misma relación C/N=11.4, se incrementa la concentración de los LP; este comportamiento es 

quizás porque se generó inhibición por sustrato debido a las altas concentraciones de la glucosa 

y el nitrato de amonio. En adición, se encontró que cuando aumentaba la relación C/N, se obtenía 

mayor producción de LP, siendo C/N=17.1 aquella que permitió la mayor concentración del 

producto. Así que el carbono puede ser el nutriente limitante clave en el bioproceso. Finalmente, 

a partir del análisis por UPLC-MS se identificó que B. subtilis ATCC 6633 coproducía surfactina 

e iturina.  
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ETAPA II 

9. Comparación de cepas Bacillus en fermentación sólida y 

sumergida 

La FMS se presenta como una alternativa para resolver las dificultades que presenta la FML 

en la producción de LP ya que mejora la transferencia de oxígeno, evita la formación de espuma 

e imita el hábitat natural para el crecimiento de bacterias formadoras de biopelícula (Lima-Pérez 

et al., 2019). Generalmente, las cepas de tipo silvestre desarrollan biopelículas que promueven 

positivamente la producción de LP, pero la mutante B. subtilis BBG111 no puede producir 

biopelículas (Brück et al., 2019). Por tanto, el estudio de cepas de tipo salvaje y la mutante BBG11 

sobre la producción de LP en FMS y FML es muy significativo. Pocos estudios han comparado 

en ambos tipos de cultivo el nivel de producción y el perfil de compuestos homólogos de LP 

generados, la captación de glucosa, el crecimiento de la biomasa y la producción de metabolitos 

primarios utilizando diferentes cepas bajo las mismas condiciones nutricionales con el fin de 

evidenciar y comprender las diferencias en el bioproceso. Por ello, se evalúan cuatro cepas de 

tipo silvestre y la mutante BBG11 (incapaz de desarrollar biopelícula) en FMS y FML utilizando 

un medio definido y soporte inerte.  

9.1 Materiales y métodos 

9.1.1 Microorganismos  

Cepas B. subtilis ATCC 21332 (Chtioui et al., 2012), B. velezensis FZB42 (Borriss et al., 

2011), Bacillus velezensis GA1 (Zune et al., 2014) y Bacillus velezensis S499 (Jacques et al., 

1999) son organismos residentes del suelo que protegen a las plantas (Fan et al., 2018; Nagórska 

et al., 2007), mientras que B. subtilis BBG111 es un derivado de B. subtilis 168 (trpC2, sfp+, 

epsC0) con baja producción de exopolisacáridos (Coutte et al., 2010). Tanto B. subtilis ATCC 

21332 como BBG111 coproducen surfactina y fengicina, mientras que B. velezensis FZB42, GA1 

y S499 producen surfactina, fengicina e iturina (Yaseen et al., 2016; Zune et al., 2014). Las cepas 

se transfirieron de placas de agar Luria-Bertani al medio Luria-Bertani (Motta Dos Santos et al., 

2016) y se cultivaron durante la noche a 30 °C y 200 rpm; luego, se utilizaron como inóculos para 

FMS y FML. 
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9.1.2 Fermentación sólida y líquida  

Se utilizaron unidades cilíndricas de espuma de poliuretano (PUFcu) (4 cm de diámetro y 

1 cm de altura, aproximadamente 0.4 g de peso seco) con una densidad de 27 kg/m3 como 

soporte inerte para FMS. Las PUFcu se lavaron con agua caliente y agua destilada y 

posteriormente se secaron a 100 °C hasta peso constante. Luego, fueron individualmente 

colocadas en matraces de 50 mL y se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 20 min. El 

medio de cultivo utilizado es el de la Tabla 4. El pH de cada componente del medio se ajustó a 

7.0 con NaOH (10% p/v) y se esterilizó por separado. Las cepas se cultivaron durante la noche 

en medio líquido Luria-Bertani a 30 °C y 200 rpm. Luego, se usó 1 mL de una suspensión 

bacteriana con una DO600nm alrededor de 2 para inocular 9 mL de medio de cultivo para FML y 

FMS. El medio inoculado se transfirió a los matraces sin (FML) y con (FMS) PUFcu. Además, los 

matraces se incubaron a 30 °C en condiciones estáticas (FMS) y 200 rpm (FML). Las 

fermentaciones se realizaron durante 72 h. Las unidades experimentales se retiraron por 

triplicado a las 12, 24, 48 y 72 h de incubación. Los ensayos tuvieron dos réplicas experimentales. 

9.1.3 Determinación de biomasa  

Para la FML, se centrifugó (Universal 320 / 320R, Hettich) todo el medio de cultivo del 

matraz a 5000 rpm durante 20 min. El pellet se lavó dos veces con agua destilada y se secó 

hasta peso constante a 100 °C. Para FMS, PUFcu se lavaron dos veces con 10 mL de agua 

destilada. Se obtuvo una suspensión celular de cada PUFcu (suspensión A), y las PUFcu se 

colocaron individualmente en una jeringa de 60 mL y se comprimieron (suspensión B). Las 

suspensiones de células A y B se mezclaron y centrifugaron a 5000 rpm durante 20 min y se 

conservaron los sobrenadantes. Los pellets se lavaron dos veces con agua destilada, se secaron 

hasta peso constante a 100 °C y se pesaron. Los PUFcu se secaron hasta peso constante a 100 

°C para cuantificar la biomasa retenida en ellos. El contenido de biomasa en el PUFcu se estimó 

gravimétricamente. La biomasa bacteriana se expresó como g/L del medio de cultivo. Los 

sobrenadantes de FML y FMS se filtraron con filtros de PTFE (0.22 μm, Rocc) y se utilizaron para 

determinar LP, glucosa y metabolitos extracelulares. 

9.1.4 Cuantificación de surfactina, fengicina e iturina 

Los sobrenadantes libres de células se analizaron mediante HPLC de fase inversa 

(Agilent 1100 Series HPLC Value system, Agilent Technologies) a 214 nm. Cada muestra recién 

filtrada (10 µl) se cargó en una columna C18 a 30 °C (ZORBAX Eclipse XDB-C18, 2,1 x 150 mm, 

3.5 µm, Agilent Technologies) y se eluyó con un caudal constante de 0.4 mL/min durante 60 min 

con acetonitrilo (acidificado con ácido trifluoroacético al 0.1%) y agua de grado HPLC (acidificada 
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con ácido trifluoroacético al 0.1%). La elución se inició con un 40% de acetonitrilo; después de 

45 min, se llevó el acetonitrilo al 95% y luego se redujo de nuevo al 45% a los 54 min hasta el 

final. Surfactina (2 g/L), fengicina (2 g/L) e iturina (1 g/L) se utilizaron como estándares con una 

pureza superior al 98% (Lipofabrik, Villeneuve d’Ascq, Francia).  

9.1.5 Análisis de las estructuras de los lipopéptidos  

Los compuestos homólogos de cada familia de LP se analizaron por UPLC-MS como se 

describe en la sección 8.1.2. 

9.1.6 Análisis de glucosa y los metabolitos primarios derivados del piruvato. 

La glucosa y los metabolitos extracelulares se analizaron mediante HPLC (Agilent 1200 

series HPLC system, Agilent Technologies), utilizando un detector de índice de refracción. Cada 

muestra recién filtrada (10 µL) se inyectó en una columna de intercambio iónico a 65 °C (Aminex 

HPX-87H, 300 × 7.8 mm, 9 µm, Laboratorios Bio-Rad N.V) y se eluyó con un caudal constante 

de 0.5 mL/min durante 30 min de un gradiente isocrático 5 mN H2SO4. Se utilizaron como 

estándares glucosa, acetoína, lactato, acetato y 2,3-butanodiol (˃pureza 95%, Sigma-Aldrich, 

Overijse, Bélgica). 

9.1.7 Análisis estadístico 

Los resultados se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante 

pruebas post hoc de Tukey (α = 0.05). Todos los análisis se realizaron con IBM-SPSS 18. 

9.2 Resultados y discusión 

9.2.1 Producción de lipopéptidos por Bacillus subtilis ATCC 6633. en 

fermentación sólida y líquida  

La cepa B. subtilis ATCC 6633 se evalúa en FMS y FML y se encuentra que produce 0.01 ± 

0.02 y 0.24 ± 0.02 g/L de surfactina en FML y FMS, correspondientemente y 0.04 ± 0.01 y 0.74 

± 0.07 g/L de iturina en FML y FMS, respectivamente, a las 72 horas de cultivo. Así que, la 

producción total de LP alcanzados en FMS es 0.98 g/L, el cual es un valor similar al que se 

obtiene bajo las mismas condiciones en la sección 8.2; verificando que el método de análisis AE 

utilizado en la Etapa I es válido. Por otro lado, las concentraciones de surfactina e iturina 

alcanzadas en FMS están aproximadamente 21 veces por encima de las alcanzadas en FML. 

Aun así, la producción de surfactina en FMS está por debajo de otros reportes en FML por la 

misma bacteria (Jokari et al., 2012, 2013), mientras que la síntesis de la iturina está 14 veces 
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más alta que la obtenida por Guez et al. (2008) usando la misma cepa. A mi conocimiento, no 

hay estudios en los que se utilice ATCC 6633 para producción de LP en FMS excepto en mi 

trabajo de maestría (Valdés-Velasco, 2016). Sin embargo, los valores alcanzados tanto en FMS 

y FML por esta cepa no son competitivos en comparación con los generados por otras Bacillus. 

Es por ello que se descarta el uso de ATCC 6633 para las próximas experimentaciones y se usan 

otras Bacillus con mayor potencial de producción de LP. 

9.2.2 Producción de lipopéptidos por Bacillus spp. en fermentación sólida y 

líquida  

La producción de LP de estas cepas de Bacillus bajo SSF y SmF muestran diferentes 

perfiles (Figura 21). La producción de surfactina y fengicina por las cepas ATCC 21332 y GA1 en 

FMS es significativamente mayor que en FML (Figura 21A y 21B). La producción de iturina por 

GA1 fue dos veces mayor en FMS que en FML (Figura 21C). Sin embargo, la producción de 

surfactina y fengicina por las cepas BBG 111, S499 y FZB42 es similar en ambos tipos de 

cultivos. La producción de iturina por la cepa S499 es mayor en FML que en FMS. Así, el tipo de 

cultivo influye en la producción de LP, dependiendo de las cepas. Estudios anteriores apoyan 

esta afirmación. Por ejemplo,  Zhu et al. (2013) reportan una producción de lipopéptidos casi dos 

veces mayor en FML versus FMS usando Bacillus amyloliquefaciens XZ-173 y harina de soja 

como sustrato. En contraste, Das & Mukherjee, 2007 no encuentran diferencias en la producción 

de lipopéptidos por cepas de Bacillus subtilis (DM-03 y DM-04) bajo FMS y FML usando cáscaras 

de papa como fuente de carbono. 

La producción de LP por las cepas GA1 y ATCC 21332 en FMS es mayor que los estudios 

obtenidos en FML por Chtioui et al. (2012); Toure et al. (2004) y Zune et al. (2014). Por el 

contrario, la producción de LP de FZB42, S499 y BBG111 tanto en FMS como en FML es menor 

que los reportes por Al-Ali et al. (2018); Dhali et al. (2017) y Jacques et al. (1999). Las diferencias 

obtenidas en este estudio y dichos reportes pueden asociarse con el uso de diferentes 

condiciones nutricionales y ambientales y la genética y origen de las cepas (Sun et al., 2010). En 

particular, hasta donde sabemos, las cepas seleccionadas para este estudio no se han cultivado 

antes en condiciones FMS. 
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Figura 20. Producción de (A) surfactina, (B) fengicina e (C) iturina por varias cepas de Bacillus 

bajo FMS y FML. Las muestras se tomaron después de 72 h de cultivo. Letras diferentes 

representan diferencias significativas (α = 0.05). 

Las cepas evaluadas producen varios compuestos homólogos de LP, con diferentes 

patrones en ambos tipos de cultivos (Tabla 10). Las cepas ATCC 21332, BBG 111 y S499 



Etapa II: Comparación de cepas Bacillus en FMS y FML                                                           62 

 
 

presentan patrones similares en la producción de compuestos homólogos de surfactina en ambos 

tipos de cultivo. Por el contrario, se obtienen cadenas de ácidos grasos más largas en 

condiciones de FMS para FZB42 y GA1. La diversidad de compuestos homólogos de surfactina 

es mayor en B. subtilis que en B. velezensis. Esta diferencia se debe al mayor número de 

compuestos homólogos que produce B. subtilis bajo FML (6) y FMS (6) en comparación con los 

que se generan por B. velezensis en FML (4) y FMS (5). 

Tabla 9. Asignación de los compuestos homólogos de familias de lipopéptidos producidos por 

varias cepas de Bacillus en FMS y FML. 
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Surfactina           
C12  x x x x   x x x x 
C13  x x x x x x x x x x 
C14  x x x x x x x x x x 
C15  x x x x x x x x x x 
C16  x x x x  x  x x x 
C17  x x x x       
Fengicina           
C15 fengicina A x    x x x  x x 
C16 fengicina A/ C14 fengicina B x x   x x x x x x 
C17 fengicina A/ C15 fengicina B x x  x x x x x x x 
C18 fengicina A/ C16 fengicina B x x x x x  x x x x 
C19 fengicina A/ C17 fengicina B x x x x    x   
Iturina           
C14 Iturina A       x x x x 
C15 Iturina A       x x x x 
C16 Iturina A       x x x x 
C14 Bacilomicina D     x x     
C15 Bacilomicina D     x x     
C16 Bacilomicina F     x x     

El símbolo (x) indica la producción del lipopéptido por la cepa en FMS y FML. 

Todas las cepas evaluadas (excepto la cepa S499) presentan diferencias en los patrones 

de producción de compuestos homólogos de fengicina en FMS y FML. La surfactina y fengicina 

de bajo peso molecular fueron los homólogos predominantes producidos por las cepas de 
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Bacillus, independientemente del tipo de cultivo. Akpa et al. (2001) describen una tendencia 

similar para la producción de compuestos homólogos de surfactina de bajo peso molecular. En 

cuanto a la familia de la iturina, el tipo de compuestos homólogos fue similar en ambos tipos de 

cultivos para todas las cepas. Akpa et al. (2001) mencionan que las influencias de diferentes 

medios de cultivo sobre la biosíntesis de los compuestos homólogos de iturina son menos 

significativas que las observadas para los compuestos homólogos de surfactina. Estas 

diferencias se deben a la menor sensibilidad del complejo enzimático involucrado en la 

biosíntesis de surfactina hacia las cadenas de ácidos grasos intracelulares que los de la 

biosíntesis de iturina. El número de compuestos homólogos diversos por cepa y tipo de cultivo 

varia de 8 (B. subtilis BBG 111 en FML) a 12 (cepas de B. velezensis GA1 en FMS y S499 en 

FML y FMS). La superposición de la masa molecular entre los compuestos homólogos de 

fengicina A y B dificulta la identificación de su estructura (datos no mostrados). 

Estudios anteriores han informado diferencias en la producción de compuestos 

homólogos de lipopéptidos en función de la cepa y la composición del medio (Akpa et al., 2001) 

y una polaridad y composición similar de los lipopéptidos producidos por FMS y FML (Das y 

Mukherjee, 2007; Zhu et al., 2013). Sin embargo, se proporciona evidencia de las diferencias en 

el tipo y número de compuestos homólogos de lipopéptidos producidos por ambos tipos de 

cultivo. Las diferencias que se observan en la producción de LP podrían estar relacionadas con 

diferencias en los procesos de regulación en ambos tipos de cultivos, asociadas con cambios en 

algunos eventos de detección de quórum, sincronización celular y el estado fisiológico de las 

células (Chen et al., 2020; Lima-Pérez et al., 2019; Zhu et al., 2013). Por lo tanto, los diferentes 

tipos y concentraciones de los lipopéptidos muestran el papel crítico de las diferencias fisiológicas 

entre los dos tipos de cultivo (Lima-Pérez et al., 2019). Estudios cinéticos de crecimiento de 

biomasa, absorción de glucosa y producción de LP y metabolitos primarios se llevan a cabo por 

las cepas ATCC 21332, GA1 y BBG 111 para comprender mejor sus metabolismos en 

condiciones de FMS y FML. 

9.2.3 Cinéticas de producción de lipopéptidos, crecimiento de biomasa y 

consumo de carbono en fermentación sólida y líquida 

Se realizan estudios cinéticos con las cepas ATCC 21332, GA1 y BBG111. Las dos 

primeras cepas se seleccionan por su mayor producción de LP tanto en FMS como en FML, y la 

cepa BBG 111 se elige por su incapacidad para producir biopelículas, cuyo desarrollo está 

relacionado con la síntesis de LP (Brück et al., 2019). Estas cepas han sido evaluadas por su 
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capacidad para producir LP y como agentes de biocontrol (Arguelles-Arias et al., 2009; Chtioui 

et al., 2012; Coutte et al., 2010). 

La mayor producción de surfactina se obtiene por las cepas ATCC 21332 y GA1 en FMS 

(0.4 a 0.5 g/L) después de 48 h de cultivo. Esta es dos veces mayor que la producida en FML, 

mientras que la biosíntesis de surfactina por la cepa BBG 111 es 1.4 veces mayor en FMS que 

en FML (Figura 22A). La producción de fengicina por las cepas ATCC 21332 y GA1 también es 

mayor en FMS que en FML (Figura 22B), y su producción por la cepa BBG 111 es insignificante 

en ambos tipos de cultivo (> 0.05 g/L). Además, la mayor producción de fengicina (2.7 g/L ± 0.7 

g/L) con la cepa 21332 a las 72 h de cultivo, es aproximadamente 4 veces mayor que la reportada 

para FML (Chtioui et al., 2012; Fahim et al., 2012). 

Hasta donde sé, este es el primer estudio que informa sobre la producción cuantitativa de 

fengicina por FMS. Wang et al. (2008) reportan la presencia de fengicina en FMS por Bacillus 

subtilis usando soya y camote; sin embargo, no se indica la concentración de fengicina. La 

producción de iturina por GA1 es cuatro veces mayor en FMS que en FML (Figura 22C), 

aumentando hasta el final del cultivo en ambos cultivos. La concentración máxima de iturina (1.2 

g/L ± 0.2 g/L) en FMS es mayor que la reportada en FML (Sun et al., 2019; Yue et al., 2021). La 

producción máxima de LP es 3.5 veces mayor en FMS que en FML por las cepas 21332 y GA1, 

y 1.5 veces mayor en FMS y menor a 0.2 g/L por la cepa BBG 111 (Figura 22D). 

La producción de biomasa por las cepas ATCC 21322 y GA1 es significativamente mayor 

en FMS (24-25 g/L) que en FML (8-10 g/L) (Figura 22E). El crecimiento de la cepa BBG 111 es 

bajo y 1.5 veces mayor en FMS que en FML. Estos resultados difieren de los dados por Das y 

Mukherjee. (2007), quienes encuentran similar producción de biomasa en ambos tipos de cultivos 

por B. subtilis DM-03 y B. subtilis DM-04. Por el contrario, Zhu et al. (2013) hallan una mayor 

producción de biomasa en FML que en FMS por B. amyloliquefaciens XZ-173. Estas diferencias 

pueden ser inherentes a las cepas de Bacillus evaluadas y/o diferencias en la composición del 

medio de cultivo. El consumo de glucosa de las cepas ATCC 21322 y GA1 es mayor en FMS 

(89-86%) que en FML (53-87%) (Figura 22F). La cepa BBG 111 muestra un bajo consumo de 

glucosa en FMS (20%) y FML (9%), lo que sugiere una inhibición por sustrato debido a la alta 

concentración de glucosa. Por otro lado, se encuentra que la fuente de carbono es el sustrato 

limitante del crecimiento microbiano (Anexo F). 
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Figura 21. Perfiles de producción de A) surfactina, B) fengicina, C)iturina, D) metabolitos 

primarios, E) biomasa y F) glucosa por B. subtilis ATCC 21332 (rombos), B. velezensis GA1 

(cuadrados) y B. subtilis BBG 111 (círculos) en FMS (símbolos negros) y FML (símbolos 

blancos). 

La cepa BBG 111 exhibe la producción más baja de LP y biomasa, así como el 

agotamiento de la glucosa; su incapacidad para producir biopelículas probablemente esté 

relacionada con la baja producción de LP (Brück et al., 2019). La alta producción de fengicina y 

surfactina se ha atribuido al desarrollo de biopelículas por ATCC 21332 y GA1, respectivamente 

(Chtioui et al., 2012; Zune et al., 2014). La formación de biopelículas en FMS ha sido reportada 
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por cepas Bacillus (Ano et al., 2009). Por lo tanto, la mejora de la producción de LP en FMS en 

comparación con FML también podría estar asociada al desarrollo de biopelículas, además de la 

alta producción de biomasa y consumo de glucosa. 

9.2.4 Producción de metabolitos primarios 

Se desarrollan estudios cinéticos para establecer la relación entre los LP y la producción 

de metabolitos primarios bajo FMS y FML, evaluando los niveles de producción de acetato, 

acetoína, butanodiol y lactato. La producción de acetoína es significativamente mayor en relación 

con los metabolitos primarios evaluados (Figura 23). La alta producción de acetoína está 

relacionada con la alta concentración inicial de glucosa en el medio de cultivo (Tian et al., 2016; 

Zhang et al., 2013) y es similar a la reportada en otros estudios (41-51 g/L; Tian et al., 2016; 

Zhang et al., 2013). El compuesto 2,3-butanodiol sólo es producido por las cepas ATCC 21332 y 

BBG111 en FML. La producción de metabolitos primarios (la suma de las concentraciones de 

acetato, acetoína, butanodiol y lactato) por las cepas ATCC 21332 y GA1 es 1.2 y 1.5 veces 

mayor en FML que en FMS, mientras que es similar en ambos tipos de cultivos para la cepa 

BBG111. Este comportamiento podría estar relacionado con la regulación intrínseca de las vías 

metabólicas entre las cepas silvestres y la mutante. Por lo tanto, se requiere más investigación 

sobre este hecho. 

La producción de LP en función de la glucosa consumida presenta dos patrones 

generales, uno para las cepas ATCC 21332 y GA1 y otro para la cepa BBG 111. Para las dos 

primeras cepas, en FMS, los valores de YP/G para la producción de lipopéptidos son más altos y 

los valores de YP/G para la producción de metabolitos primarios son más bajos que los obtenidos 

en FML (Tabla 11). Además, la relación de producción de LP sobre los metabolitos primarios es 

5 veces mayor para las cepas ATCC 21332 y GA1 en FMS que en FML. La baja producción de 

biomasa en FML favorece la producción de metabolitos y disminuye la de los lipopéptidos. Así, 

la producción de LP en FMS es favorecida por la mayor producción de biomasa en este sistema. 

El aumento en la producción de biomasa y el rendimiento biomasa-glucosa en FMS se debe a la 

mejor transferencia de masa y menor inhibición por sustrato para este sistema (Viniegra-

González et al., 2003). Los rendimientos de surfactina y biomasa son menores a los reportados 

bajo FML (Chtioui et al., 2012; Motta Dos Santos et al., 2016); sin embargo, el rendimiento de 

surfactina es mayor que el reportado en FMS (≈12 mg/g) con un medio de cultivo complejo (Zhu 

et al., 2013). Los rendimientos de fengicina-biomasa son menores a los reportados por Chtioui 

et al. (2012); aunque, el rendimiento de iturina-biomasa con la cepa GA1 es mayor que el 

reportado por Zhu et al. (2013) bajo FMS. 
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Figura 22. Perfiles de producción de A) acetoína, B) 2,3 -butanodiol, C) lactato, D) acetato, y E) 

metabolitos primarios por B. subtilis ATCC 21332 (rombos ), B. velezensis GA1 (cuadrados) y 

B. subtilis BBG 111 (círculos) en FMS (símbolos negros) y FML (símbolos blancos). 
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Tabla 10. Rendimientos máximos de crecimiento y producción de lipopéptidos y metabolitos 

primarios por B. subtilis ATCC 21332, B. velezensis GA1 y B. subtilis BBG 111 en FMS y FML. 

 Rendimientos B. subtilis ATCC 
21332 

B. velezensis GA1 B. subtilis BBG 111 

FMS FML FMS FML FMS FML 

Rendimientos de biomasa y producto sobre glucosa 

Biomasa YX/G (g/g) 0.21 0.09 0.23 0.09 0.09 0.17 

Surfactina YP/G (mg/g) 5 3 5 2 4 9 

Fengicina YP/G (mg/g) 26 10 12 4 6 2 

Iturina YP/G (mg/g) - - 11 3 - - 

Lactato YP/G (mg/g) 10 57 7 7 12 3 

Acetato YP/G (mg/g) 26 154 63 79 23 21 

Acetoína YP/G (mg/g) 132 168 187 321 142 501 

Butanediol YP/G (mg/g) - 5  - - 2 

Rendimientos producto sobre biomasa 

Surfactina YP/X (mg/g) 35 37 30 28 40 54 

Fengicina YP/X (mg/g) 123 111 54 33 17 10 

Iturina YP/X (mg/g) - - 50 31 - - 

Lactato YP/X (mg/g) 50 645 47 55 135 18 

Acetato YP/X (mg/g) 182 1747 277 671 261 125 

Acetoína YP/X (mg/g) 632 1809 1190 3700 1633 2958 

Butanediol YP/X (mg/g) - 54 - - - 9 

Los rendimientos se calculan para la máxima concentración de productos, las fórmulas son 
YP/G= (Pmax-P0)/(G0-Gtmax), donde Pmax es la concentración máxima del producto, P0 es la 
concentración inicial del producto, G0 es la concentración inicial de glucosa, Gtmax concentración 
de glucosa cuando es la concentración del producto máxima, y YP/X = (Pmax-P0)/( Xtmax-X0), donde 
Xtmax es la concentración de biomasa cuando la concentración del producto es máxima y X0 es 
concentración de biomasa inicial.  

9.2.5 Balance de carbono 

El balance de masa de carbono se expresa en C-mol (Villadsen et al., 2011). El flujo de 

carbono de ATCC 21332 y GA1 se dirige principalmente a la producción de dióxido de carbono 

y biomasa en FMS y dióxido de carbono y acetoína en FML. A su vez, BBG111 canaliza el 

carbono en dióxido de carbono y acetoína en FMS y en acetoína y biomasa en FML (Tabla 12). 

El flujo de carbono que se dirige a la síntesis de lipopéptidos es mayor en FMS que en FML. FMS 

mejora la transferencia de oxígeno en comparación con FML (Viniegra-González et al., 2003). 

Esta situación permite alcanzar un mayor crecimiento de biomasa que puede conducir a una 

producción superior de LP porque estos se describen como productos asociados al crecimiento 

(Kan et al., 2017), mientras que FML canaliza el carbono en metabolitos primarios (suma de 

acetoína, lactato, butanodiol y acetato). Este efecto podría deberse a que los metabolitos 

primarios se producen principalmente bajo limitación de oxígeno (Härtig & Jahn, 2012). De hecho, 

hay una relación inversa entre el flujo de carbono de los LP y los metabolitos primarios de las 
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cepas evaluadas (Anexo G). Este resultado puede explicarse porque la biosíntesis de LP está 

relacionada con la vía de la glucólisis y los ácidos grasos. Por lo tanto, si la glucólisis se desvía 

hacia la producción de lactato, acetato o acetoína, su flujo no suministrará piruvato que 

proporciona los precursores para producir α-cetoácidos ramificados y acetil-CoA que son claves 

para la biosíntesis de ácidos grasos (Wu et al., 2019). La regulación entre los metabolitos 

primarios y la producción de LP se ha discutido sólo de manera superficial en FML, y no hay 

informes para FMS. Este estudio presenta algunas evidencias de las diferencias en los 

mecanismos de regulación de los metabolitos primarios y la producción de LP en condiciones de 

FMS y FML por diferentes cepas. 

Tabla 11. Balance de carbono del crecimiento y producción de metabolitos por B. subtilis ATCC 

21332, B. velezensis GA1 y B. subtilis BBG 111 en FMS y FML. 

Formula empírica PMa 
(g/C-mol) 

Rendimiento C-molb 

B. subtilis 
ATCC 21332 

B. velezensis 
GA1 

B. subtilis 
BBG 111 

FMS FML FMS FML FMS FML 

Glucosa (CH2O) 30 - - - - - - 

Biomasa (CH1.6N0.22O0.41)c 23.24 0.27 0.12 0.29 0.07 0.18 0.22 
Lactato (CH2O) 30 0.01 0.02 0.01 0.10 0.02 0.003 
Acetato (CH2O) 30 0.01 0.11 0.06 0.11 0.04 0.02 
Acetoína (CH2O0.5) 22 0.18 0.23 0.26 0.52 0.31 0.68 
Butanodiol (CH2.5O0.5) 22.5 - 0.01 - - - 0.002 
Surfactina (CH1.75N0.13O0.25) 19.57 0.01 0.01 0.01 0.005 0.01 0.01 
Fengicina (CH1.53N0.17O0.28) 20.39 0.04 0.02 0.02 0.01 0.01 0.002 
Iturina (CH1.54N0.25O0.29) 21.68 - - 0.02 0.004 - - 
Dióxido de carbono (CO2)d 44.01 0.48 0.49 0.34 0.18 0.43 0.06 

a PM indica peso molecular 

b Rendimiento C-mol basado en la glucosa consumida  
c Composición elemental de la biomasa de B. subtilis (Dauner et al., 2001) 

d Estimado a partir del balance de carbono 
 

9.3 Conclusiones particulares 

El carbono se dirigió a la síntesis de lipopéptidos en FMS, mientras que en FML, se dirigió 

a la producción de metabolitos primarios. En ambos tipos de cultivo se encontró entre los 

metabolitos primarios analizados una relación inversa entre el flujo de carbono de los lipopéptidos 

y los metabolitos primarios. En particular, la FMS permitió una alta producción de fengicina e 

iturina por cepas de tipo silvestre ATCC 21332 y GA1, respectivamente. La producción de 

lipopéptidos también aumentó con el incremento del crecimiento de la biomasa y el consumo de 
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glucosa. Estudios adicionales deben realizarse para dirigir el flujo de carbono hacia la producción 

de lipopéptidos. 
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10. Conclusiones generales 

Se desarrolló un bioproceso en fermentación en medio sólido, de alta producción de fengicina 

e iturina por Bacillus subtilis ATCC 21332 a partir de un medio definido adsorbido en espuma de 

poliuretano.  

La mayor producción de lipopéptidos en cultivo en medio sólido que las obtenidas en 

fermentación en medio líquido, está asociada a la mayor producción de biomasa y la menor 

producción de metabolitos primarios.  

En ambos tipos de cultivo la producción de lipopéptidos es menor que la de los metabolitos 

primarios evaluados y, la producción de metabolitos primarios en fermentación en medio sólido 

es menor que en medio líquido.  

Este es el primer trabajo en que se reporta la cantidad de fengicina producida por 

fermentación en medio sólido. La concentración de fengicina obtenida es superior a las 

reportadas en otros tipos de cultivo. 

El uso de un medio de cultivo definido y de espuma de poliuretano como soporte inerte 

permite el análisis cuantitativo del sustrato y de los productos del metabolismo, así como, de la 

fisiología y el metabolismo de cepas Bacillus en fermentaciones en medio sólido y líquido.  
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11. Perspectivas 

En futuros trabajos deberán evaluarse las condiciones ambientales y nutricionales que 

favorecen el flujo de carbono a la producción de lipopéptidos en lugar de metabolitos primarios. 

Así mismo, se deberá estudiar la influencia del desarrollo de biopelículas en el bioproceso en 

FMS y continuar el trabajo de mejoramiento genético de cepas para incrementar aún más la 

producción de lipopéptidos y, eventualmente, producir selectivamente el lipopéptido de interés. 
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13. Anexos 

Anexo A. Evaluación de métodos de selección para los mutantes. 

Para la elección del método para la selección de los mutantes se evaluaron tres metodologías 

con la cepa B. subtilis ATCC 6633: la actividad antifúngica, la medida del halo de emulsión y la 

actividad hemolítica. A continuación, se presenta el desarrollo de cada una de ellas. 

Actividad antifúngica 

Se comparó el efecto de un cultivo con 24 h de incubación de ATCC 6633 en caldo nutritivo 

y diferentes concentraciones de LP crudos (8.8, 17 y 35 g/L) producidos por dicha Bacillus, sobre 

el hongo Aspergillus brasiliensis recién inoculado y con 3 días de incubación en cajas Petri con 

PDA (Joe et al., 2012; Li et al., 2014). Para ello, se colocaron en las cajas inoculadas del hongo 

seis papeles filtro estériles (6 mm diámetro) a los cuales se les adicionaron 10 µL de la muestra 

correspondiente y se incubaron por 24 y 48 h a 30 °C (Figura A.1).  

 

Figura A.1 Tiempo de incubación del hongo. a) 0 h. b) 3 días. 

En la Figura A.2a se observa el hongo y las diferentes muestras evaluadas después de 24 h 

de incubación. Las muestras generan un halo delgado alrededor de los papeles filtro indicando 

un posible efecto de inhibición en la germinación del hongo. Se realiza un acercamiento con un 

estereoscopio a un halo para apreciarlo mejor (Figura A.2c). Sin embargo, a las 48 h de 

incubación del hongo junto con las muestras (Figura A.2b y A.2d), el hongo crece sobre el papel 

filtro de todas las muestras, es decir que ninguna de ellas es capaz de inhibir el crecimiento del 

hongo posterior a su germinación.  

a) b) 
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Figura A.2. Efecto de las muestras en el crecimiento del hongo recién inoculado. a) 24 h y b) 48 

h después de la adición de las respectivas muestras. Acercamiento a la muestra de Bs a las 

c)24 h y d) 48 h. Bs: cultivo de B. subtilis con 24 h de crecimiento; 8.8, 17 y 35 son las 

concentraciones de LP crudos en g/L. 

En cuanto al efecto de las muestras sobre un hongo con 3 días previos de incubación, se 

observa que no presentan actividad antifúngica a las 24 y 48 h después de ser añadidas en los 

papeles filtro ya que el hongo creció sobre los papeles filtros (Figura A.3). Así que, los LP 

producidos por la ATCC 6633, independientemente de las concentraciones evaluadas, no 

generan un efecto negativo sobre el crecimiento de Aspergillus brasiliensis. Por lo tanto, se 

descarta el uso de la actividad antifúngica como método de selección de mutantes. 
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Figura A.3. Efecto de las muestras en el crecimiento del hongo con 3 días de incubación 

previos. a) 24 h y b) 48 h después de la adición de las respectivas muestras. Acercamiento a la 

muestra Bs a las c) 24 h y d) 48 h. Bs: cultivo de B. subtilis con 24 h de crecimiento; 8.8, 17 y 

35 son las concentraciones de LP crudos en g/L. 

Medida del halo de emulsión 

La metodología propuesta fue dispersar 100 µL de B. subtilis ATCC 6633 con 24 h de 

crecimiento en caldo nutritivo (BIOXON) sobre cajas con agar nutritivo suplementadas con 300 

µL de una mezcla petróleo (crudo Maya) con xileno 1:4 p/p sobre la superficie (Morikawa et al., 

1992). Incubar las cajas por 1 semana a 30 °C y seleccionar las UFC rodeadas por un halo 

emulsionado como posibles cepas productoras de BS. No obstante, en el desarrollo de esta 

metodología, no fue posible dispersar homogéneamente la mezcla de hidrocarburo sobre la 

superficie del agar y como consecuencia tampoco el inoculo (Figura A.4). Aun así, se incubaron 

Bs 

Bs 

35 

17

 

8.8

 
Bs 

Bs 

Bs 

35 

17

 

8.8

 Bs 

a)

 

b)

 

c)

 

d)

 



Anexos                                                                                                                                   97 

 
  

las cajas Petri durante 1 semana. Como resultado, las UFC no forman un halo de emulsión. Por 

ello, se descarta este método para que sea parte de la selección de mutantes sobreproductores. 

Además, presenta una metodología poco práctica y no se observa presencia de alguna emulsión. 

 

Figura A.4. Medida del halo de emulsión. 

Actividad hemolítica 

Tabla A.1. Composición del agar sangre (MCD LAB) 

Componente g/L 

Digerido pancreático de caseína 15 

Peptona de soya 5 

Agar bacteriológico 15 

Cloruro de sodio 5 

Sangre de carnero desfibrinada 5% 

pH 7.4±0.2 

 

Se dispersaron 100 µL de B. subtilis ATCC 6633 con 24 h de cultivo en caldo nutritivo (BIOXON) 

sobre cajas con agar sangre (MCD LAB, Tabla A.1) y se incubaron a 30 °C por 8 días (Zhao et 

al., 2012). Se observa que a medida que cada día transcurre el halo de hemólisis es más notorio, 

la colonia y el entorno de la misma se va tornando poco a poco a un color claro amarillo-verde 

(Figura A.5). Al tercer día el halo es muy perceptible presentando una hemolisis de tipo alfa.  

Adicionalmente, se determina que en la actividad hemolítica es importante considerar del 

halo de hemolisis su diámetro y tiempo de aparición, además la intensidad de la hemolisis (tipo 

de hemolisis) para recopilar parámetros cuantitativos y cualitativos. Por otro lado, para corroborar 

que el grado de lisis de los glóbulos rojos está relacionado con el nivel de concentración del LP 
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Figura A.5. Actividad hemolítica durante 1,2,3,4 y 8 días. 

1 d 2 d 

3 d 4 d 

8 d 
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(Desai & Banat, 1997; Mulligan et al., 1989), se evaluó la actividad hemolítica de diferentes 

concentraciones de LP crudos producidos por ATCC 6633 (Figura A.6). Como resultado, se halla 

que a mayor concentración el halo de hemólisis tiende a ser más de tono amarillo-verde claro. 

Aunque, esté fue mucho más perceptible para las muestras más concentradas (8.8, 17 y 35 g/L 

LP crudos). En consecuencia, como existe actividad hemolítica por la cepa ATCC 6633, se eligió 

este método para la selección de los posibles mutantes sobreproductores y se establece el día 

3 de incubación para el análisis de la hemolisis de las colonias.  

  

Figura A.6. Actividad hemolítica con diferentes concentraciones de LP crudos (1.1, 2.2, 4.4, 8.8, 

17 y 35 g/L). 
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Anexo B. Estandarización del método de análisis: Actividad emulsificante. 

Para la estandarización del método analítico AE se utilizó un extracto crudo proveniente de 

la FMS con PUF y 60 h de cultivo producido por la mutante #41 proveniente de una mutación con 

luz UV. La finalidad fue determinar el rango de absorbancia en la cual el comportamiento es lineal 

y evaluar si el proceso de precipitación ácida es requerido para el análisis de los LP y genera 

una disminución en la actividad emulsificante. Para ello, por duplicado se tomó 1 mL del extracto 

crudo de la FMS y se diluyó en serie 1:2 v/v con buffer fosfato pH 9.0, 6 veces. Para evaluar el 

efecto de la precipitación ácida por duplicado se tomó 1 mL del extracto crudo que se llevó a un 

pH de 2.0, se dejó por 12 h a 4 °C y se centrifugó. Luego, se descartó el sobrenadante y el 

precipitado se disolvió en 1 mL de buffer fosfato pH 9.0. Se realizaron diluciones seriadas 1:2 v/v 

hasta 10 veces. Posteriormente, las muestras generadas con o sin pasar por precipitación ácida 

se midieron por AE. 

 

Figura A.7. Absorbancia de diluciones sin y con el proceso de precipitación ácida. 

En la Figura A.7, se observa que el proceso de precipitación genera absorbancias 

ligeramente menores que sin él, lo cual indica la perdida de una mínima cantidad de LP debido 

al proceso o eliminación de moléculas no lipídicas que influyan en la AE. Por lo tanto, es posible 

cuantificar los LP directamente a partir del extracto crudo libre de células sin requerir de 

precipitación ácida. Por otro lado, se encuentra que a partir de la dilución 0.25 hasta 1, no se 

presenta un cambio en la absorbancia, es constante y de un valor aproximadamente de D.O 3.0; 

mientras que a partir de las diluciones por debajo de 0.25, la absorbancia presenta un 

comportamiento lineal (Figura A.8). El ajuste lineal de las muestras precipitadas y sin precipitar 

es aproximadamente 1 y el error entre las pendientes es 14.4 %. Además, se estiman las 

absorbancias teóricas a partir de D.O 2.44 relacionándolas respecto a las diluciones 

correspondientes, la cuales se aprecian que son congruentes con las que se obtienen con o sin 
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la precipitación. Por consiguiente, se selecciona la actividad emulsificante para estimar la 

concentración de los LP; cabe considerar que las absorbancias no deben superar el valor de 2.5, 

de ser así, se debe diluir la muestra hasta que entre en el rango del comportamiento lineal. 

 
Figura A.8. Comportamiento lineal de las absorbancias. 

Estimación del error de la pendiente de la curva estándar de surfactina para el método de 

la AE. 

Una vez que se establecen los límites del método de análisis AE, se realiza una curva 

estándar con concentraciones conocidas de surfactina vs AE. Sin embargo, la curva se ajusta 

con intercepción al eje igual a cero (Figura A.9). Por ello, se estima el error de la pendiente 

calculada sin intercepto (m= 48.78) respecto a la determinada con intercepto (m=42.52, 

intercepto: 1.45), el cual es de 12.8 %. Es decir que se está sobreestimando los valores de 

concentración en dicho porcentaje, el cual es un valor bajo. 

 

Figura A. 9. Curva estándar para estimar los LP en mg Eq SF/mL 
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Anexo C. Estandarización del método de recuperación de los lipopéptidos 

a partir de la espuma de poliuretano. 

Para la estandarización del método de recuperación una vez finalizada la FMS, se 

propusieron comparar 3 técnicas y seleccionar la que permita mayor recuperación de LP (Tabla 

A.2). Para las experimentaciones se utilizaron muestras provenientes de una FMS por Bacillus 

subtilis ATCC 6633 de 60 h de cultivo utilizando la PUF como soporte sólido. Después de 

recuperar los LP utilizando cada técnica por duplicado, se cuantificaron por el método AE descrito 

en la sección 6.1.6.  

Tabla A.2. Técnicas de recuperación de lipopéptidos propuestas. 

Técnica Descripción 

A 
El cilindro de PUF se retiró del frasco ámbar, se prensó dentro de una jeringa con 
un embolo y se recolectó la suspensión del prensado. 

B 

Al frasco que contiene el cilindro de PUF se adicionó 10 mL de agua destilada, se 
oprimió la PUF varias veces, se recogió la suspensión resultante (extracto 1) y 
posteriormente la PUF se prensó dentro de una jeringa con un embolo y se recolectó 
el líquido proveniente del prensado (extracto 2). Finalmente, se juntan los extractos 
1 y 2.  

C 

Al frasco que contiene el cilindro de PUF se adicionó 10 mL de agua destilada, se 
oprimió la PUF varias veces y posteriormente con una micropipeta se recuperó el 
extracto. 

 

 
Figura A.10. Recuperación de lipopéptidos por diferentes técnicas. 

La Figura A.10 muestra que el método B y C presentan las mayores concentraciones de LP 

recuperados. El método A presenta un valor 1.4 veces menor a los demás métodos y un alto 

coeficiente de variación de 34 %. Se infiere que para una mejor recuperación de LP es necesario 

adicionar agua a la PUF para evitar cierta retención de los productos en el soporte. Por 

consiguiente, por practicidad experimental, coeficiente de variación y concentración alcanzada, 

se selecciona la técnica B. 
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Anexo D. Curvas de secado de diferentes densidades de espuma de 

poliuretano. 

     

      

 

Figura A.11. Curvas de velocidad de secado de un cilindro de PUF de densidad a)17, b)20, 

c)24, d)27 y e)35 Kg/m3 en función del contenido de humedad. 
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Anexo E. Curvas de tensión-deformación de diferentes densidades de 

espuma de poliuretano. 

   

   

 

Figura A.12. Curva de velocidad de tensión-deformación de PUFs de densidad a)17, b)20, c)24, 

d)27 y e)35 Kg/m3. La zona indicada con un círculo corresponde a la zona elástica del material. 

0

40

80

120

160

0 0.2 0.4 0.6 0.8

Tr
en

si
ó

n
 (

h
P

a)

Deformación

a)

0

50

100

150

200

250

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Te
n

si
ó

n
 (

h
P

a)

Deformación

b)

0

40

80

120

160

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Te
n

si
ó

n
 (

h
P

a)

Deformación

c)

0

200

400

600

800

1000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Te
n

si
ó

n
 (

h
P

a)

Deformación

d)

0

60

120

180

240

300

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Te
n

si
ó

n
 (

h
P

a)

Deformación

e)



Anexos                                                                                                                                   105 

 
  

Anexo F. Sustrato limitante del crecimiento microbiano en FMS y FML. 

El medio de cultivo (Tabla 4) contiene 120 g/L de glucosa como fuente de carbono y 12.03 

g/L de nitrato de amonio como fuente de nitrógeno. A continuación, se estima el sustrato limitante 

para las cepas ATCC 21332, GA1 y BBG 111 en FMS y FML. 

Cepa GA1 y ATCC 21332 en FMS 

El YX/G es de 0.22 g/g aproximadamente para las dos cepas en FMS. Si se considera que 

no hay formación de productos y que la fuente de carbono es la limitante del crecimiento, significa 

que al final del cultivo la concentración de ese nutriente es igual a 0 y por ende Si-Sf=Si, entonces 

Xf-Xi= YX/G × Si=0.22 gX/gG × 120 gG/L=26.4 gX/L. 

Si se continua con la asunción que no hay formación de productos; la biomasa al ser el 

único producto nitrogenado, a partir de su fórmula (CH1.6N0.22O0.41) se determina que para 

producir 1 Cmol de biomasa se requieren 0.22 at de N. Con base en esta información, se deduce 

el YX/N, de la siguiente forma,  

YX/N= (1 CmolX/0.22 at N)(2 at N/1 mol NH4NO3)(1 mol NH4NO3/80.04 g NH4NO3)(23.2 gX/1 

CmolX)=2.64 gX/g NH4NO3.  

Si se considera que la fuente de nitrógeno es la limitante significa que al final del cultivo 

la concentración del nutriente es 0 y por ende Ni-Nf=Ni, así Xf-Xi= YX/N × Ni=2.64 gX/gN × 12.03 

gN/L=31.8 gX/L. 

Por lo tanto, se observa que la producción de biomasa comparando ambos casos se 

genera en menor cantidad en el primero donde la fuente de carbono es la limitante de crecimiento 

microbiano. En adición, realizando este mismo proceso en FML por ATCC 21332 y GA1, y la 

cepa BBG 111 en FMS y FML, se encuentra nuevamente que el carbono es el sustrato limitante. 

Respecto a la fuente de fosfato, el medio contiene Na2HPO4 y KH2PO4 (Tabla 4), las cuales están 

en altas concentraciones por lo que se infiere que el fosfato no es sustrato limitante para el 

crecimiento de la bacteria. 
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Anexo G. Correlaciones de Pearson. 

 

Figura A.13. Coeficientes de correlaciones de Pearson entre lipopéptidos y biomasa, 

lipopéptidos y metabolitos primarios y lipopéptidos y glucosa. 

 

 

  


