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RESUMEN

En este trabajo se realizaron tres fermentaciones utilizando la cepa de Beauveria bassiana PQ2, hongo
entomopatdgeno ampliamente utilizado para el control biolégico, con el objetivo de producir oosporeina,
pigmento activo que produce como metabolito secundario. Se trabajé con un reactor de biopelicula con
capacidad de 1.3 L, unido a un sistema de funcionamiento continuo, estableciendo las condiciones fijas
de operacion: flujo de 2.5 L / min para proporcionar agitacion al medio, temperatura 30 °C + 2, una
recirculacion de medio de cultivo mediante el uso de una bomba peristaltica y conectado a su vez a un
sensor e interfaz para monitoreo de COsz. El proceso de fermentacion se llevo a cabo en un periodo de
168 horas, se manejo6 un volumen de 600 mL de medio de cultivo, inoculado a una concentracion de de 1
X 107 esporas / ml, el medio de cultivo se compone por sacarosa, extracto de levadura, KH:PO., MgSQ.,
NH.NOs y CaCl. El crecimiento de Beauveria bassiana se evalud de acuerdo con la produccion de COz,
su punto de produccién més alto de CO2 se dio durante la fase exponencial, a las 68.5 horas de
fermentacion con una obtencién de 1.35 g de CO2/ mL. El promedio de produccién de oosporeina se
produjo una cantidad de 1011.5 mg / L respectivamente, con relacion a la produccién de esporas en el
soporte del reactor se obtuvieron concentraciones de 8.19 x 108 7.09x 108 y 4.68 x 108 esporas/g de
soporte. El reactor de biopelicula es valido para desarrollar el crecimiento de hongos entomopatégenos.
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ABSTRACT

In this work, three fermentations were carried out using the Beauveria bassiana PQ2 strain, an
entomopathogenic fungus widely used for biological control, with the aim of producing oosporein, an
active pigment that it produces as a secondary metabolite. We worked with a biofilm reactor with a
capacity of 1.3 L, linked to a continuous operating system, establishing the fixed operating conditions:
flow of 2.5 L / min to provide agitation to the medium, temperature 30 °C * 2, a recirculation of culture
medium by using a peristaltic pump and connected in turn to a sensor and interface for CO2 monitoring.
The fermentation process was carried out in a period of 168 hours, a volume of 600 mL of culture medium
was handled, inoculated at a concentration of 1 x 107 spores / ml, the culture medium is composed of
sucrose, extract yeast, KH.PO4, MgSO4, NHsNOs and CaCl.. The growth of Beauveria bassiana was
evaluated according to the production of COy, its highest point of CO2 production occurred during the
exponential phase, at 68.5 hours of fermentation, obtaining 1.35 g of CO2 / mL. The average production
of oosporein was produced in an amount of 1011.5 mg / L respectively, in relation to the production of
spores in the reactor support, concentrations of 8.19 x 108, 7.09 x 108, and 4.68 x 108 spores/g of support
were obtained. The biofilm reactor is valid for developing the growth of entomopathogenic fungi.
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INTRODUCCION

Uno de los factores que limita la produccién de los cultivos son las plagas agricolas. EIl uso
indiscriminado de insecticidas orgénicos sintéticos ha traido como consecuencia la seleccion
de individuos resistentes, la resurgencia de nuevas plagas y la contaminacion ambiental y del
hombre. EI manejo integrado de plagas (MIP), que se basa en principios totalmente
ecologicos, considera todo el agroecosistema en su conjunto. Como tal, comprende la
aplicacion armonica de diferentes métodos de control, uno de ellos es el control bioldgico de
las plagas mediante parasitoides, predadores (entomofagos) y organismos entomopatogenos
que pueden ser hongos, bacterias, virus, nematodos y protozoarios(Cariedo & Ames, 2004).

El término hongo entomopatdgeno se aplica aquellos microorganismos capaces de atacar
insectos, 0 son un medio de control en la reduccion de poblaciones de insectos vectores de
enfermedades a humanos o causan dafio a cultivos. También se les define como parasitos
obligados o facultativos de insectos, con una alta capacidad de esporulacion y sobrevivencia;
sus mayores ventajas estdn en la manipulacion y adaptacion a diferentes ambientes,
especificidad y capacidad de penetracion directa a traves del tegumento (Garcia Garcia et al.,
2014).

La utilizacion de microorganismos como son los hongos entomopatégenos, que son de los
principalmente usados en la industria como agentes de control bioldgico, involucra una serie
de procesos para su produccidon masiva, desde la preparacion del materiales y medios de
cultivo, asi como técnicas de asepsia para evitar contaminantes y lograr obtener los
metabolitos secundarios de interés (Mascarin & Jaronski, 2016)..

El aislamiento y estudio de estos metabolitos reviste gran importancia debido a la posibilidad
de su utilizacion como plaguicidas, los mismos poseen baja toxicidad en humanos, elevada
accion insecticida y no necesita requerimientos especiales para su empleo. Aunque la
produccion de metabolitos secundarios es una propiedad genética inherente a los hongos
entomopatogenos, la produccion de un metabolito en especifico puede ser significativamente
alterada mediante la optimizacion de las condiciones del cultivo, como pueden ser los
nutrientes, temperatura, pH, etc. (Borges, 2010).

Los biorreactores son equipos donde se desarrollan una serie de reacciones, por la accion de
los microorganismos o de enzimas, puesto bajo un ambiente controlado en donde se pretende
que haya un crecimiento celular o la produccion de metabolitos de interés con una eficiencia
Optima. Estos equipos son para el proceso de cultivo, generalmente un tanque de
fermentacion sélido o liquido. Su disefio debe asegurar la homogeneidad entre los
componentes del sistema y las mejores condiciones para el crecimiento microbiano y la
obtencion del producto deseado (Ruiz-Lezaetal., 2007). El empleo de estos sistemas incide
en la reduccion de los costos de produccidn en el cultivo a escala, ampliamente documentado
en gran namero de especies de valor comercial. Por otra parte, se controlan varias
condiciones de cultivo como lo son pH, agitacion, oxigeno disuelto, entre otros parametros
(Rosales-L6pez, 2019)

En el control bioldgico, el principal problema a atacar es producir de forma rapida, eficiente
y econdémica grandes cantidades de los microorganismos que resulten ser el enemigo natural
de las plagas. El cultivo de microorganismos en reactores es la disciplina biotecnoldgica que
cuenta con la mayor experiencia por lo que, en general, se puede decir que las tecnologias
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para el control bioldgico estdn disponibles. La importancia de realizar este proyecto fue
validar el correcto funcionamiento de un reactor de biopelicula utilizando hongos
entomopatogenos, evaluando desde la manipulacion de las condiciones del cultivo, el
crecimiento de los microorganismos en el reactor y la eficiencia en cuanto a la produccion
de los metabolitos secundarios y esporas, y ademas el consumo de sustrato.

METODOLOGIA
Revitalizacion de los hongos entomopat6genos
Microorganismo

Para la realizacion del presente trabajo se utilizd la cepa perteneciente al género Beauveria
bassiana PQ2, la cual se obtuvo del Laboratorio de andlisis de alimentos, ubicado en el
Instituto Tecnoldgico de Cd. Valles.

Reactivacion

Se realiz6 una resiembra utilizando como medio agar papa dextrosa para la reactivacion, se
incubaron durante 7 dias a una temperatura de 30 °C en matraces que contuvieran 100 mL
de agua destilada, 1000 pL del hongo y 3.9 g de agar PDA.

Preparacion del inoculo

Se prepar6 una suspension de esporas de conidios del hongo, inicialmente se adicionaron 40
mL de agua destilada estéril + Tween 80 al 0.01% a cada matraz y con la ayuda de un agitador
vibratorio, durante 5 minutos se recuperaron las esporas producidas. Para la inoculacién se
manejé una concentracion de 1x107 esporas por mililitro de medio por cada reactor.

Fermentacion
Preparacion del medio de fermentacién

Para el reactor se preparé en un matraz de 1000mL el medio para fermentacion con un
volumen de 600 mL de agua destilada, realizando inicialmente la dilucion de las sales, y por
ultimo la sacarosa y extracto de levadura. Ajustar el medio a un pH de 6 (+ 0.1, controlado
con hidréxido de sodio 0.5 M), posteriormente se esterilizd a 121 °C, 15 psi durante 15 min.
En condiciones asépticas el medio se le agregd 0.06 g de antibidtico, para evitar el
crecimiento de bacterias, finalmente se inoculé a una concentracion de 1 x 107 esporas/mL.
En la tabla 2 se muestra las cantidades de cada reactivo que contendra el medio de cultivo
liquido (Avila-Hernandez et al., 2020).

Tabla 2. Composicion del medio.

Componente Composicion (g/L)
Sacarosa (azucar) 22.5

Extracto de levadura 6

KH2PO4 0.48

MgSO4 0.72

NH4NO3 0.06
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CaCl; 0.24

Condiciones de operacion del reactor

Para llevar a cabo la fermentacion se utilizo el reactor de biopelicula, disefiado previamente
en el laboratorio por Lara-Juache et al. 2021, con una capacidad de hasta 1.3 L de medio.
Como parametros de operacion fijos son: temperatura de 30 + 2 °C, flujo de aire de 2.5 L/min
de aire medido por un flujometro, que es el que proporciona la agitacién y el oxigeno al
medio y una recirculacion del medio cada 24 horas por medio de una bomba peristaltica,
conectado a su vez a un sensor e interfaz para monitoreo de CO3, esto durante un periodo de
168 horas.

Evaluacion de la produccion de metabolitos y del consumo de sustrato
Evaluacion de produccion de metabolitos

Se tomaron muestras desde el tiempo 0 hasta el final de la fermentacién, en intervalos de 24
horas, para monitorear la estimacién de produccion de pigmento rojo. Se realiz6 una curva
de calibracion por medio de espectrofotometria, utilizando una solucion madre de 10 mg del
pigmento diluidos en 10 ml de agua destila, se realizaron diluciones de 1 mL de solucion
madre en 1 ml de agua destilada para obtener una dilucion de 500 ppm, este se diluira en un
valor de 31.25 ppm usando como valor 0 para el espectrofotometro solo agua destilada.

Evaluacion del crecimiento.

La evaluacion del crecimiento del microorganismo se monitored midiendo la concentracion
de CO- del gas de escape del reactor por medio de un analizador (sensor) de CO; tipo Go
Direct®, conectado a una interfaz tipo LabQuest 2. Desde el inicio hasta el final de
fermentacion se utilizé el andlisis de datos descrito por Aguilar-Zarate et al. (2018). La
produccién de CO2 de todo el proceso se modela como X (mg CO2 / g materia seca) a través
de la aplicacién de Velhurts-Pearl Logistics programada por Aguilar-Zarate et al. (2014) con
el fin de evaluar el desarrollo de los hongos.

&= w1

Xmax

©)
Donde p es la tasa maxima de crecimiento especifico y Xmax es el valor de equilibrio para
X donde dX / dt = 0 la solucion para la ecuacion (3) se da a continuacion:

Xmax

1 Xma;c(o‘ XO) o (1)

X () =

(4)
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X0 se refiere al valor de X cuando t = 0. La ecuacién (4) se usa generalmente para datos
experimentales cuando se propone la ecuacién (3). Los valores minimos de error cuadrado
se encuentran en funcion de parametros Xo, Xmax y L.

Produccion de esporas

Al finalizar la fermentacion se realizé un conteo de esporas recuperadas del medio de soporte,
para la recuperacion se preparé una solucion de 100 mililitros de Tween 80 al 0.01 %. Para
determinar el contenido de esporas por volumen contenido en la suspension se determiné con
ayuda de la cAmara Neubauer, las diluciones fueron de acuerdo al manual para el Manejo de
Hongos Entomopatdgenos ( Cafiedo & Ames, 2004) de 1:10, 1:100 y 1:100, la suspension se
llevé a la camara y se coloco el cubreobjetos. Se observo con el lente de 40X y se contaron
en total 13 cuadrados (5 arriba, 5 abajo y 3 en diagonal).

Se determind el nimero de esporas por mililitro y el nimero total de esporas utilizando las
siguientes formulas:

Esporas/mililitro = (x) (25)(10000)(dilucion)

Esporas/g de soporte
= (esporas/mililitro) (Vol.recuperado de suspension de esporas)/g de soporte

RESULTADOS

Evaluacién de crecimiento

Para realizar la cinética de crecimiento de Beauveria bassiana se evalud la actividad
respiratoria que B. bassiana produjo durante la fermentacion, capturando los valores
mediante el uso del analizador (sensor). El proceso se realizé dentro de un periodo de 168
horas, a partir de las 48 horas se visualizé crecimiento de micelio blanco caracteristico del
hongo en el soporte, tanto en el medio liquido como en el medio de soporte, al finalizar la
fermentacion se produjo un aumento masivo de micelio de color blanco. En la figura 1 se
muestra la tasa de produccion del CO2 de 2 fermentaciones, se registro como la tasa més alta
de CO: en la fermentacion 1, como se muestra indicado de color azul, aproximadamente a
las 68.5 horas hubo una produccién de 1.35 g de CO2/ml.
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Figura 1. Tasa de produccion de CO; por B. bassiana.
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Figura 2. Produccion de CO; por B. bassiana con ajuste de los datos al modelo Verlhust-Pearl.

En la figura 2 se puede identificar la produccion de CO2 acumulado, de acuerdo con la figura,
seguido de la fase estacionaria, después de llegar a la produccion méxima por ambas
fermentaciones, se puede observar que los valores se presentan disminuciones y aumentos de
las concentraciones en las horas siguientes, entre las 144 y 168 horas, indicando que en el
medio liquido como en el soporte ain se presenta un aumento de produccion de micelio. La
evaluacién del COzse realiz6 de acuerdo a la metodologia expresada por Rodriguez-Duran
etal. (2011) aplicado hacia un bioproceso para la produccion de Tanasa en SSF por A. niger
GHJ1. El ajuste de R? a los datos introducidos fue de 0.99, con una velocidad de crecimiento
(1) de 0.04, los resultados son comparados con los descritos en la fermentacion de B.
bassiana por (Lara Juache , 2020) donde el ajuste de R? fue de 0.097 y la tasa especifica de

velocidad de crecimiento de 0.046.
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Evaluacion de produccion de pigmento

A lo largo del proceso de fermentacion se tomaron muestras cada 24 horas para estimar los
valores de produccion de pigmento. Como un indicativo de produccion es la coloracion que
puede llegar a observarse en el medio a partir de las 72 horas de fermentacion (Avila-
Hernandez et al., 2022), para la comprobacion y tener en cuenta la estimacion de la cinética
de produccion, se realiz6 una curva de calibracién por espectrofotometria. En la figura 3 se
observa la cinética producida por Beauveria bassiana, en donde se muestra una
concentracion promedio de 177.7 mg/L de oosporeina en la muestra tomada a las 72 horas y
a las 168 horas se observo una concentracion de 1011.5 mg/L.

1500
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0 24 48 72 96 120 144 168
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Figura 3. Cinética de produccién de oosporeina.

CONCLUSIONES

El reactor de biopelicula presentd un buen funcionamiento para llevar a cabo fermentaciones
de hongos entomopatogenos. Se logré evaluar el crecimiento que presentdé Beauveria
bassiana PQ2 durante el proceso, presentando valores aceptables en cuanto a CO> producido,
se obtuvo una concentracion de esporas maxima de 8.19 x102 y se evalué la produccion
promedio de oosporeina obtenida de cada repeticién, validando que el reactor presenta un
buen sistema para realizar fermentaciones, mostrando resultados buenos que se encuentran
dentro de los estandares para la obtencion de metabolitos secundarios.
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