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RESUMEN

Anualmente las enfermedades causadas por hongos fitopatogenos generan pérdidas
importantes en los cultivos a nivel global. En los ultimos afios el mercado ha restringido el uso
excesivo de pesticidas. Como respuesta a los nuevos requerimientos del mercado y para minimizar
las pérdidas causadas por hongo fitopatdégenos se ha incrementado el uso de agentes de control
biologico. El género Bacillus encabeza el mercado de agentes bacterianos utilizados para control
bioldgico, debido a la resiliencia de las esporas que produce y a la capacidad que tienen diferentes
cepas para producir metabolitos con actividad bactericida o antifingica. En este estudio se
identificd una cepa de Bacillus spp. con potencial para el disefio de un producto para el control
biologico de Fusarium oxysporum. La cepa Bacillus sp. AcX mostro tener efecto in vitro para la
inhibicion de crecimiento de F. oxysporum en diferentes medios de produccion, de los cuales el
medio Farrera fue en el cual esta cepa tuvo un mejor desempefio. Se realizaron diversas cinéticas
de crecimiento, donde se identifico que la cepa AcX tiene una gran demanda de oxigeno durante el
crecimiento exponencial cuando se cultiva con una alta concentracion de nutrientes (150 g-L™).
Pueden alcanzarse densidades celulares de hasta 3.3x10° UFC-mL"! después de 30 h de cultivo en
medio Farreral 50 suplementado con oxigeno con una eficiencia de esporulacion promedio del 81%
desde las 30 hasta las 72 h de cultivo. Se calcul6 que es necesaria la produccion de 32 lotes anuales
de 200L (volumen nominal) para satisfacer la demanda anual de 2500 Ha y es posible recuperar la

inversion en un periodo de entre 3 a 5 afios, dependiendo del precio de venta del producto.

Palabras clave: Bioprocesos, Bacillus, Control Bioldgico, Biofungicida
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ABSTRACT

Annually diseases caused by phytopathogenic fungi account for important loses on
productivity across the globe. In recent years, the market has restricted the excessive use of
pesticides and other agrochemicals. As a response to the market requirements shift, the usage of
biocontrol agents has increased in order to satisfy the new market requirements and minimizing
loses caused by phytopathogenic fungi. The Bacillus genus leads the market of bacteria used as
biological control agents, due to the resilience of the spores produced, and the capability of various
strains to produce metabolites with bactericidal and fungicidal activity. In this study a Bacillus spp.
strain was identified to have a potential as a commercial biocontrol product to mitigate the effects
of Fusarium oxysporum. When Bacillus spp. AcX was produced in various production culture
media, the product inhibited in vitro assays the growth of F. oxysporum. The AcX strain gave the
best results in where obtained when the strain was produced in the Farrera media. The results from
multiple growth kinetics showed that the AcX strain had a high oxygen demand during the
exponential growth when cultured at a high nutrient concentration (150 g-L!). Cellular densities
of 3.3x10° UFC-mL™"! were achieved after 30 h of fermentation with an average sporulation
efficiency (from 30 — 72 h of fermentation) of 81%, when oxygen was supplied. To satisfy the
market demand for 2500 Ha, it was calculated that 32 batches of 200L (nominal volume) were
needed, and the investment associated with fixed and operation costs can be recovered on a period

between 3 — 5 years, according to the sale price of the product.

Key words: Bioprocess, Bacillus, Biocontrol, Biofungicide
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades por hongos fitopatdégenos son una de las mayores amenazas para la produccion
global de alimentos y otros productos derivados de cultivos agricolas (Godfray et al. 2016). Se
estima que anualmente las enfermedades causadas por estos hongos destruyen un tercio de la
produccion global de productos agricolas (Fausto e al. 2019). En México se han reportado pérdidas
considerables en diferentes cultivos por enfermedades causadas por hongos fitopatogenos en
cultivos como fresa (Pérez-Rodriguez et al. 2019) e incluso existen reportes de pérdidas de hasta

el 100% en ajo (Pérez-Moreno et al. 2015).

En un estudio realizado por Fierros-Leyva, ef al. (2019), se estimd que en cerca del 75% de la
superficie agricola de la Costa de Hermosillo (correspondiente a 112 866 ha) se encuentran cepas
de Macrophomina phaseolina y Fusarium oxysporum con capacidades para infectar a los cultivo
entre moderadas y altas. De acuerdo a la Agenda Técnica Agricola de Sonora, publicada por el
INIFAP en 2017, F. oxysporum causa pérdidas significativas en cultivos de exportacion cultivados
en Sonora, tales como sandia, esparrago y garbanzo. Tradicionalmente, para enfrentar este
problema, los productores se ven obligados a utilizar agroquimicos que han mostrado tener un
impacto ambiental grave, ademads de efectos adversos a la salud humana y animal (Mahmood ef al.

2016).

Actualmente existe un interés global para la utilizacion de productos agricolas amigables con el
medio ambiente, no toxicos y biodegradables, incluyendo el uso de bacterias en campo y
postcosecha (Rasmann et al. 2016; Toral et al. 2018). Por ejemplo, diversas especies de Bacillus
spp. han mostrado tener la capacidad de sintetizar metabolitos con actividad fungicida de amplio
espectro, como péptidos y lipopéptidos (Shafi et al. 2017). El lanzamiento de la familia de
productos de Bayer®, Serenade desde el 2013 y el registro en China durante los afios 2013-2015
de mas de 30 productos de control bioldgico que tienen como ingrediente activo a Bacillus spp.
(Ma et al. 2015), prueba que existe un interés por parte del mercado para resolver el problema de

hongos fitopatégenos haciendo uso de microorganismos como ingrediente activo.
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Para la produccion comercial de biofungicidas, ademas de la seleccion de la o las cepas, es
necesario el disefio del bioproceso, que incluye las condiciones de operacion de las etapas: rio
arriba, fermentacion y rio abajo. Las tres etapas deben tener un rendimiento aceptable, ademas, los
costos de operacion y la inversion deben permitir que el proceso sea rentable para la capacidad de
produccion deseada. Por lo tanto, en este estudio se busco seleccionar una cepa de Bacillus sp. con
potencial para el control bioldgico de Fusarium oxysporum y se disend el proceso y la ingenieria

conceptual para la produccion comercial de un biofungicida en presentacion liquida.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del Control Bioldgico

Las pérdidas en cultivos agricolas ocasionadas por patdogenos, animales y hierbas, disminuyen la
productividad global de estos productos entre 20 y 40% (Savary et al. 2012). Las enfermedades
por hongos fitopatdgenos son una de las mayores amenazas para la produccion de alimentos,
piensos y fibras textiles, ya que pueden afectar distintas partes de las plantas, tales como la raiz,

tallo, hojas, frutos, etc. (Godfray et al. 2016; Heydary y Mohammad, 2010).

La mayoria de los productores dependen de plaguicidas, fungicidas y fertilizantes quimicos para
proteger su inversion y asegurar su cosecha. Sin embargo, su uso indiscriminado ha ocasionado
dafios severos al medio ambiente, asi como el desarrollo de plagas y patdgenos resistentes y efectos
negativos en la salud de animales y humanos (Mahmood et al. 2016; Pérez-Rodriguez et al. 2019).
Ademas, del uso de agroquimicos para el control, los productores también se valen de variedades
comerciales resistentes a fitopatdogenos especificos, pero estos patdgenos evolucionan para superar
la resistencia de las variedades (Godfray et al. 2016). Historicamente se ha observado que cuando
se reduce la variabilidad genética de los cultivos, por ejemplo, al utilizar la misma variedad en todo
el cultivo, se aumenta el riesgo de sufrir pérdidas importantes cuando los patogenos superan la
resistencia del cultivo, como ha ocurrido en cultivos de vid (Benheim ef al. 2012) y platano

(Aguilar-Barragan et al. 2014).

2.2. Control Biolédgico

El control bioldgico es un método para el control de plagas, enfermedades y malezas, que consiste
en utilizar organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otro organismo. (Bale et al.

2008; Marieke et al. 2019). Debido a las pérdidas agricolas ocasionadas por hongos fitopatdgenos,
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se ha puesto especial interés en el estudio de microorganismos con actividad antifingica para el
desarrollo de biofungicidas microbianos, entre los que destacan los géneros Pseudomonas, Bacillus
y Streptomyces. En el Cuadrol se muestran algunos ejemplos de reportes relacionados a estos

géneros y su efecto como agentes de control bioldgico.

2.2.1. El Género Bacillus como Agente de Control Biologico

Bacillus en un género de bacterias Gram positivas, que forman endosporas (Madigan et al. 2012)
y producen metabolitos con efecto antifiingico de amplio espectro, lo que lo hace atractivo como
agente de control bioldgico (Shafi er al. 2017). Ademas, B. subtilis es reconocido como un
organismo generalmente reconocido como seguro (GRAS), por sus siglas en inglés) (Denner y

Gillanders 1996), lo que facilita su comercializacion .

En algunas cepas de Bacillus sp. entre el 4 y 8% de su genoma codifica para rutas metabodlicas de
antibioticos (Fira et al. 2018; Ongena y Jacques 2008), entre los que se encuentran péptidos y
lipopéptidos que pueden tener grupos acilo, metilo o estar glicosilados. (Fira ef al. 2018). Ademas
de producir antibidticos, algunos miembros del género Bacillus producen enzimas liticas, tales
como quitinasas (Wang et al. 2018) y B-1,3-glucanasas (Leelasuphakul et al. 2006) que degradan
la pared celular de los hongos (Saber ef al. 2015).

Los lipopéptidos producidos por bacterias del género Bacillus se clasifican en tres familias: iturina,
surfactina y fengicina, las estructuras de estas moléculas se ejemplifican en la Figura 1. Los
lipopéptidos tienen estructuras ciclicas y entre 7 y 10 residuos de aminoacidos unidos a un derivado
de acido graso, pudiendo variar los aminoacidos presentes, la longitud de la cadena hidrocarbonada

y presentan isoformas (Cawoy ef al. 2015; Ongena y Jacques, 2008).
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Cuadro 1. Ejemplos de especies bacterianas con actividad antifingica

Bacteria Hongo contra el que muestra efecto Referencia

Pseud ]

Seb,l omonas a.eruglnoisa Y Fusarium oxysporum Palyzova et al. 2019
Bacillus amyloliquefaciens
Pseudomonas sp. RU47 Rhizoctonia solani Schreiter et al. 2018
Pseudomonas spp. Verticillium dahliae Cabanas et al. 2018
Pseudomonas fluorescens Penicillium expansum Wallace et al. 2017
Pseudomonas sp. CMR12a Pythium myriotylum Oni et al. 2019
Streptomyces spp Magnaporthe oryzae Law et al 2017
Streptomyces sp. DHV3-2 Verticillium dahlia Caoetal 2016
Streptomyces .
goshikiensis YCXU Fusarium oxysporum Faheem et al. 2015
Streptomyces sp. UPMRS4 Pyricularia oryzae Awla et al. 2017
fg cillus amyloliquefaciens SD- Podosphaera fusca Tanaka et al. 2017

Botrytis ciné . .
Bacillus subtilis IAB/BS03 olryiis cinerea’y Hinarejos et al. 2016

Bremia lactucae

Cuadro elaborado a partir de literatura consultada, presenta ejemplos de las especies bacterianas con mayor nimero
de reportes para el control bioldgico de hongos fitopatdgenos.

2.2.1.1. Familia surfactina. Las surfactinas estdn constituidos por un heptapéptido unido a una
cadena grasa de 13 a 15 carbonos (Fig. 1A); son agentes con alta capacidad tensoactiva. Por
ejemplo, a una concentracion 20 umol pueden reducir la tension superficial del agua a 27 mN-m™!
(c. Las surfactinas interactian con la bicapa lipidica de la membrana celular alterando su estructura,
por lo que tienen efecto antimicrobiano en bacterias Gram positivas, Gram negativas y micoplasma;
inclusive se ha reportado que tienen actividad antiviral y antitumoral (Hamley 2015). También, a
altas concentraciones de surfactina se forman canales i6nicos en las membranas bacterianas

(Ongena y Jacques 2008) .
Las surfactinas pueden inhibir a algunos fitopatogenos bacterianos como Pseudomonas syringae,

Xanthomonas axonopodis y a algunos hongos, entre ellos a Sclerotinia sclerotium, Botrytis cinerea

y Colletotrichum gloeosporioides.
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Figura 1. Estructura basica de las tres familias de lipopéptidos producidos por bacterias del género
Bacillus. A.Surfactina, B. Iturina y C. Fengicina. Modificada de Beltran-Garcia ef al. 2017.

2.2.1.2. Familia iturina. Las iturinas estan compuestas de un anillo de siete aminoacidos,
incluyendo una d-Tyr2, los cuales tienen una secuencia quiral LDDLLDL que se cierra con un -
aminoacido alifatico con una cadena de 14-17 carbonos (Beltran-Garcia et al. 2017), (Fig. 1B).
Esta familia se caracteriza por ser lipopéptidos ciclicos con actividad fungicida. La variabilidad en
la secuencia de aminoacidos ocasiona polimorfismos que dan lugar a Iturina A, Iturina C, Iturina
D, Iturina E, Bacilomicina D, Bacilomicina F, Bacilomicina LC y Micosubtilisina (Ali ef al. 2014).
Se ha demostrado que las iturinas forman canales conductores de iones potasio y tienen actividad
antifiingica, como resultado de su interaccion con los esteroles de la membrana de los hongos (Shafi

etal. 2017).

2.2.1.3. Familia fengicina. Estas moléculas, también llamadas plipastinas, tienen un anillo lactona

entre el fenol de la Tyr-3 y el C- terminal (Fig. 1C). La fraccion peptidica estd unida a un p—
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hidroxilipido de 14-18 carbonos, esta cadena grasa puede ser saturada o insaturada (Ongena y
Jacques 2008). Las fengicinas reaccionan rapidamente con la bicapa lipidica de la membrana

celular, afectando su estructura y la permeabilidad (Beltran-Garcia et al. 2017).

2.3. Diseiio de Bioprocesos

El disefio de procesos (sean quimicos o bioldgicos) es un trabajo conceptual que se realiza para
llevar a cabo un proceso especifico, antes de construir, expandir o reequipar una planta. Consiste
en dos actividades basicas que estan intimamente relacionadas, la sintesis y el andlisis de proceso.
La sintesis de proceso se refiere a la seleccion y ordenamiento de una serie de operaciones unitarias
(etapas), para llevar a cabo la transformacion de la materia prima en un producto especifico con
una calidad y costo aceptables. El andlisis de proceso es la comparacion de posibles soluciones
para cada fase del proceso. Esta actividad se lleva acabo después de cada etapa, es lo que da pie a

la etapa subsecuente y deben de considerarse las etapas previa y sucesivas (Petrides et al. 2015).

Un bioproceso se define como cualquier proceso en el que se utilicen células completas o sus
componentes, para producir un cambio fisico o quimico en los materiales (Sindhu et al. 2016). Se
divide en tres etapas: rio arriba, biorreactor y rio abajo. En la Figura 2 se muestra el diagrama de
flujo de un bioproceso para la produccion de un biopesticida a base de Bacillus thuringiensis (Rowe

y Margaritis 2004).

21



5118

F-520
Broth Tank

|
| -
+{i) Watse Out | |
5124
|
(]
— s923
| S pem
Q Soray Deer
saz7 _
S cen
— Harmirae 481

M@ Suapanding Agent
e 5138

Fill and Weigh Systern ew

Secondary Blending Tank

Figura 2. Diagrama de un bioproceso para la produccion de B. thuringiensis a escala comercial,
representando en color verde las etapas rio arriba, en azul el biorreactor y en rosa la etapa rio abajo.
Modificada de Rowe y Margaritis (2004).

2.3.1. Etapa Rio Arriba

La etapa rio arriba del bioproceso, involucra todos los pasos previos al biorreactor, tales como
preparacion del indculo y del medio de cultivo, esterilizacion del reactor y del medio. Algunos
autores incluyen también la investigacion relativa al mejoramiento genético y la optimizacion de

la cinética de crecimiento (Verma et al. 2014).

Una parte fundamental para un bioproceso es la conservacion del material biologico (DTU Food,
2014), por lo que resulta imprescindible contar con un suministro de células u organismos estables
y bien caracterizadas como punto de partida, para tener un proceso robusto y un producto de calidad
constante (Hunter-Cervera y Belt 1996). Para evitar la pérdida de caracteristicas del material

biologico por los cultivos repetidos o por un mal manejo, éste se conserva mediante lotes de
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siembra en dos niveles: 1) lote de siembra de referencia y 2) lote de siembra de trabajo (Puerto et
al. 2004). En el lote de siembra de referencia se tiene almacenada la cepa por un largo periodo y
es utilizada para confirmar la identidad, pureza y disponibilidad del microorganismo en caso de ser
necesario, pueden utilizarse diversas metodologias para el almacenado, tales como la conserva en
tubos de agar inclinado (Hunter-Cervera y Belt 1996) o el mas reciente, congelamiento en glicerol
a -80°C (Alonso 2018). El lote de siembra de trabajo se prepara a partir del lote de siembra se
referencia y a partir del lote de trabajo se prepara el indculo para el inicio del proceso. En el caso
de organismos esporulados puede emplearse como lotes de trabajo discos de papel filtro con una

cantidad conocida de esporas, (Farrera ef al. 1998; Lopez-y-Lopez y De la Torre, 2005).

Una vez conservada la cepa, es necesario el desarrollo o seleccion del medio de cultivo con el que
se va a trabajar. La seleccion de la fuente de carbono y nitrégeno durante un bioproceso esta
directamente relacionada con el rendimiento en la produccion, debido a que afectan directamente
la biomasa y la generacion de los metabolitos secundarios (Singh et al. 2017). La eleccion de los
sustratos dependera de cuanto contribuyen las materias primas al costo unitario del producto, la
pureza requerida para para que el producto final cumpla con las especificaciones demandadas por
el mercado, ya que la eliminacion de impurezas durante las operaciones de purificacion puede
incrementar sustancialmente tanto la inversiéon como los costos de operacion y por ende el costo
unitario. Segun el analisis econdmico realizado por Rowe y Margaritis (2004), los costos de materia
prima corresponden al 17% de los gastos anuales para la produccion comercial de B. thuringiensis
por lote alimentado en un reactor de 300 m? y representan el segundo gasto mas importante después
de los servicios (agua, electricidad, gas, etc.), la suma de ambos conceptos contribuyen al 46.18%

de los gastos anuales.

2.3.2. Biorreactor

El biorreactor es el elemento central del proceso, es donde se lleva a cabo la transformacion de la
materia prima en producto, que puede ser la produccion de biomasa, la sintesis de metabolitos o

una biocatalisis (Tejeda ef al. 2011). En el caso de procesos con microorganismos, los procesos
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mas comunes son el cultivo en lote o lote alimentado. En un régimen por lote la fermentacion se
lleva a cabo en un sistema cerrado, donde todas las materias primas se colocan en el reactor, se
esterilizan y se procesan, lo Unico que entra al reactor una vez esterilizado son gases y soluciones
para regular el pH; en un régimen por lote alimentado uno o més nutrientes se adicionan al reactor

durante el proceso de fermentacion (Sindhu ez al. 2016).

Para obtener altas densidades celulares, que generalmente conllevan a altos rendimientos del
producto deseado y altas productividades volumétricas, es comun en la industria utilizar un régimen
por lote alimentado, pero el estudio realizado por Lopez-y-Lopez y de la Torre (2005) utilizando
B. thuringiensis sugiere que a alta densidad celular no se mantiene la relacion células vegetativas:
esporas. Estos autores reportaron que la eficiencia de esporulacion en régimen por lote fue del 93%,
mientras que la mayor eficiencia en el sistema por lote alimentado fue de 76%:; estos resultados
fueron similares a los reportados por Monteiro et al. (2014), donde utilizando un régimen por lote
alimentado obtuvieron una eficiencia de esporulacion de 31%, mientras que en el régimen por lote
la eficiencia fue cercana al 50%. Por lo tanto, cuando el producto son las esporas la seleccion del
régimen y las condiciones de fermentacion se deben seleccionar con base al rendimiento de esporas
y no a la densidad celular, tomando en cuenta que la esporulacion es un mecanismo complejo de

diferenciacion celular que depende de diversos factores (Gauvry et al. 2019).

2.3.3. Etapa Rio Abajo

En ésta ultima etapa es donde se procesa el producto para cumplir los estandares de calidad del
producto final (Sindhu et al. 2016; Verma et al. 2014). Los requerimientos dependeran de la
naturaleza del producto y el mercado blanco (Petrides et al. 2015; Tejeda et al. 2011), por ejemplo,
un producto para la industria farmacéutica requiere una mayor pureza que un producto para uso
agricola, aun cuando el principio activo sea el mismo, como es el caso de los lipopéptidos (Alajlani

et al. 2016).

Dentro de los estandares de calidad se encuentra la presentacion del producto, que es dependiente
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del modo de aplicacion y es determinante para la seleccion de las operaciones unitarias. Por
ejemplo, en el caso de productos para el control de fitopatdgenos sera necesario un secado si el
producto es un polvo humectable (Zhang et al. 2014) y una emulsificacion cuando el producto se

formule como una suspension oleosa (Rhodes 1993).

Comunmente la primera operacion unitaria es la recuperacion del producto del mosto. Cuando el
producto son las células o las esporas, éstas se recuperan utilizando una centrifuga (Lalloo ef al.
2010) y esta operacion unitaria es generalmente precedida por una floculacion para aumentar el
tamafio de particula (Luna et al. 2002; Luna et al. 2005), en el caso de hongos y levaduras se pueden
utilizar filtros rotatorios o filtros prensa (Atkinson et al. 2010). En particular para Bacillus sp. es
importante analizar si el medio de cultivo gastado es relevante para la efectividad del producto, ya
que los lipopéptidos con actividad fungicida son excretados. Wang et al. (2014) utilizaron el medio
de cultivo gastado de la fermentacion de B. amyloliquefaciens para microencapsular los
lipopéptidos producidos durante la fermentacion, utilizando una mezcla de maltodextrina con
almidon modificado enzimaticamente, en una relacion 9:1, observando que el sobrenadante en

polvo conservo 81.5% de la potencia antimicrobiana después del secado.

2.4. Formulacién de Productos Agricolas a Base de Microorganismos

El éxito de un producto microbiano depende de dos factores: la cepa utilizada y la formulacion del
producto (Sahu y Brahmaprakash 2016). La formulacion de un bioproducto debe permitir el facil
transporte, una vida de anaquel de al menos seis meses (preferentemente a temperatura ambiente)
y la efectividad del producto (Gotor-Vila et al. 2017; Stojanovi¢ et al. 2019). Los productos para
el control biologico de plagas y enfermedades agricolas se comercializan como suspensiones

liquidas en agua o aceite, polvos humectables, microencapsulados, pellets, etc. (Jeep ef al. 2015).

Es comun que para formulaciones de polvos humectables se utilicen arcillas o talco como
acarreadores (Mareeswaran y Radhakrishnan 2016; Stojanovi¢ et al. 2019), pero éstos pueden

presentar problemas cuando son suministrados por el sistema de riego, como el taponamiento de
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las boquillas y/o una distribucion ineficiente del producto (Ramyabharthi et al. 2016). Por ello se
prefieren las formulaciones liquidas, las cuales se pueden aplicar con mayor facilidad y también
como pretratamiento a las semillas (Mahanty et al. 2016). El principal problema de los formulados
microbianos liquidos es que la vida de anaquel tiende a ser menor que la de productos formulados
en solido (Gotor-Vila et al. 2017; Rhodes 1993). En el caso de un producto a base de esporas de
Bacillus sp. se requiere una formulacion que mantenga a las esporas viables y evite que germinen.
Para estabilizar al microorganismo durante la etapa rio abajo, el almacenaje y la distribucion, asi
como para facilitar el manejo y aplicacion se utilizan estabilizadores, emulsificantes, adherentes y
antioxidantes, segin sea necesario para la formulacion y/o modo de aplicacion (Thompson et al.
2014; Wigley et al. 2017). Ademas, es comun encontrar en formulaciones liquidas polimeros de
alto peso molecular, solubles en agua y no toxicos como povidona, polietilenglicol, goma xantana
y carbometilcelulosa, entre otros (Dheskali ef al. 2017; Jabs et al. 2014; Ramyabharthi et al. 2016;
Sahu y Brahmaprakash, 2016; Thompson et al. 2014).

2.5. Analisis Econdmico de Bioprocesos

El andlisis economico de un proyecto para la manufactura de un producto bioldgico involucra la
estimacion del capital de inversion total, los costos de operacion y el andlisis de rentabilidad
(Petrides et al. 2015). El analisis puede hacerse a partir de datos reportados en la literatura,
experimentos previos o informacion de otros proyectos relacionados, esto permite identificar
cuellos de botella y observar la viabilidad del proyecto en etapas tempranas antes de realizar
cualquier tipo de inversion, asi como determinar en donde se deben enfocar los esfuerzos para

reducir costos de operacion e inversion.

2.5.1. Estimacion de Costos de Operacion

El costo para operar una planta es la suma de los gastos asociados a la manufactura y los gastos
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generales. Los gastos de manufactura incluyen elementos que afectan directamente los costos de
produccion (operacionales, gastos fijos y de la planta). Los gastos operacionales estan en funcion
del volumen de produccion, estos incluyen: 1) el costo de la materia prima, 2) la mano de obra, 3)
servicios (vapor, electricidad, gas, etc.) y 4) consumibles. En los gastos fijos se agrupan a la planta
fisica, la depreciacion, impuestos y seguro. Los gastos de planta incluyen cargos de servicios que
no afectan directamente el costo del producto, como el servicio de limpieza, contabilidad, personal,
etc. Finalmente los gastos generales, incluyen los cargos por mercadotecnia, administracion

general e investigacion (Asaff-Torres y Torre-Martinez, 2003).

Rowe y Margaritis (2004) realizaron un analisis econdmico para la produccion de B. thuringiensis
como agente de control bioldgico. La planta tenia una capacidad de produccion anual de 9.67x10"”
esporas viables-mL!. En el Cuadro 2 se presenta el analisis de costos de manufactura, donde se
aprecia que mas del 50% de los costos de operacion corresponden a gastos operacionales, siendo
los que mas contribuyen los servicios y las materias primas, con un 28.96 y 17.28%
respectivamente. Para este analisis los autores se basaron en el rendimiento y procesos de estudios
previos, llegando a la conclusion de que el mejor régimen de fermentacion era el de un cultivo por
lote alimentado a baja densidad celular (23.8 g-L'!), debido a que se obtenia una mayor eficiencia
de esporulacion, obteniendo un rendimiento de 3.9%10'° de esporas-mL! y una toxicidad de 1.21

BIU.
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Cuadro 2. Andlisis de costos anuales de proceso presentado por Rowe y Margaritis (2004)

Tipo de gasto Estimado anual

(Délares Canadienses) Porcentaje que Porcentaje de categoria
representa de gasto
Gastos Operacionales
Materia prima $ 1,516,000.00 17.28%
Mano de obra de operacién $ 640,000.00 7.30%
Consumibles de operacién S 147,000.00 1.68% 33.22%
Servicios (gas, vapor,
electricidad, etc.) $ 2,540,000.00 28.96%
Gastos fijos
Depreciacion (15 afios) $ 1,304,000.00 14.87% 19.77%
Impuestosy seguro $ 430,000.00 4.90%
Gastos de planta
Almacenamiento $ 521,000.00 5.94%
Analisis de laboratorio $ 96,000.00 1.09% 19.55%
Mano de obra administrativa $ 120,000.00 1.37%
Mantenimiento y reparaciones  $ 978,000.00 11.15%
Gastos Generales
Distribucion y desarrollo de
mercado $ 349,000.00 3.98% 5.46%
Administracion general $ 130,000.00 1.48%
Total $ 8,771,000.00

Costos de operacion para la manufactura de 3x 107 BIU.Afio™! en un proceso por lote alimentado de baja densidad (23.8
gLh.

2.5.2. Capital de Inversion Total

El capital de inversion total es el presupuesto requerido para construir y equipar la planta (capital
fijo), mas el capital necesario para comenzar a operar (capital de trabajo). El capital fijo incluye el
terreno, la construccion del edificio y la ingenieria. El capital de trabajo es el fondo utilizado para
el inventario de materias primas, consumibles y herramientas de almacén, ademas del equivalente

a los salarios de los primeros tres meses de operacion (Asaff-Torres y Torre-Martinez, 2003).
El punto inicial para estimar los costos de operacion y costos de capital de produccion es la

produccion anual de la planta, aunada al diagrama de flujo del proceso, mas los balances de materia

y energia. (Asaff-Torres y Torre-Martinez, 2003; Petrides, 2015). Para el proceso propuesto por
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Rowe y Margaritis (2004) el capital de inversion total se resume en el Cuadro 3, se observa que el

69% del capital es para equipo e instalacion.

Cuadro 3. Capital de inversion total presentado por Rowe y Margaritis (2004)

Costo

Tipo de Gast
1po de Lasto (Dolares Canadienses)

Porcentaje que representa

Capital fijo

Equipo e Instalacion $ 12,904,600.00 68.92%
Construccion de Planta $ 3,637,100.00 19.42%
Capital de trabajo

Contingencia y Cargos $ 2,182,300.00 11.66%
Total $ 18,724,000.00

Capital de inversion total para la manufactura de 3x107 BIU-Afio™! en un proceso por lote alimentado de baja
densidad (23.8 g'L!), los costos estan agrupados por tipo de gastos

2.5.3. Analisis de Factibilidad Economica

El conocer un estimado del precio de venta del producto, en conjunto con los dos puntos anteriores,
permite el calculo de diferentes parametros econdémicos, como la tasa de retorno de inversion, el
tiempo de recuperacion, el valor actual y la tasa interna de retorno. Conociendo estos parametros
es posible determinar si el proyecto es atractivo desde un punto de vista de inversion (Asaff-Torres
y de la Torre-Martinez, 2003) y también ayuda a discernir entre alternativas en el proceso. Rowe y
Margaritis (2004) para evaluar la factibilidad econdémica de los procesos para produccion de B.
thuringiensis por lote, lote alimentado a baja y alta densidad celular variaron conjuntamente la
escala de produccién y el precio de venta (en dolares canadienses). Para el proceso por lote, el
andlisis antes mencionado arrojé como resultado en dolares canadienses un minimo de venta de
9.67x10'7 esporas-aiio! a un precio de venta de $0.45 por 3.22x10'* esporas-mL"! en dolares
canadienses (C$) para cubrir solamente el costo de la depreciacion ($ 1,304,000.00, C$). Este
precio es elevado, ya que los precios en el mercado oscilaban entre $0.35 y $0.45 por 3.22x10'°
esporas-mL!' (C$). En cuanto a los procesos por lote alimentado de baja (LABD) y alta densidad
(LAAD), vendiendo la misma cantidad anual de producto, se estim6 una tasa de retorno de

inversion del 12 y 13.9%. Conociendo estos valores de retorno de inversion, los autores descartaron
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el proceso LAAD y seleccionaron la fermentacion LABD, aun cuando el proceso LAAD tuvo una
ventaja economica del 2% en cuanto a retorno de inversion. La decision se debio a los problemas
con la alimentacion y para satisfacer la demanda de oxigeno del sistema reportados por de Liu et
al. (1994), que fue el estudio del cual tomaron los rendimientos de biomasa y unidades
internacionales de toxicidad. Sin embargo, para que el andlisis de factibilidad econdmica sea mas
realista es necesario utilizar rendimientos y concentraciones del proceso en las condiciones que se

va a llevar a cabo, de preferencia de cada una de las operaciones unitarias.
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3. HIPOTESIS

La produccion de un biofungicida en formulacion liquida a base de esporas de Bacillus sp.

es economicamente factible.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo General

Disefiar el proceso y la ingenieria conceptual para una empresa que produzca un fungicida a base

de Bacillus sp en presentacion liquida.

S ok w

4.2. Objetivos Particulares

Seleccionar una cepa de Bacillus sp. y el medio de cultivo para el proceso.

Determinar la localizacion de la actividad inhibitoria del crecimiento de Fusarium oxysporum.
Estudiar la cinética de la fermentacion.

Sintetizar el bioproceso para la produccion de esporas de Bacillus sp.

Determinar la capacidad de la planta.

Determinar la factibilidad econdémica.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se obtuvieron a partir de viales de conserva de la
cepa Bacillus subtilis BD2-22, una bacteria endofita de semillas de Agave angustifolia procedente
del estado de Sonora, México (Peralta-Mendoza, 2017). Se observaron siete morfologias de colonia
distintas, la cuales se aislaron y preservaron en glicerol a -80°C y en discos de papel filtro. La cepa
fitopatdgena de Fusarium oxysporum fue aislada de la raiz de un limonero infectado en la costa de
Hermosillo, esta cepa fitopatdgena fue donada por CBN: Soluciones Biolégicas C.V. La cepa de
F. oxysporum se resembré a partir de la muestra donada y se conservo en discos de papel filtro

hasta su uso.

5.2. Medios de Cultivo

Para el cultivo y la produccion de indculo de F. oxysporum se utilizé el medio agar papa dextrosa
(PDA) (BD Difco®, EUA). Las cepas de Bacillus spp. se propagaron en agar tripticaseina de soya
(TSA) (BD Bioxon®, EUA) o caldo tripticaseina de soya (TSB) (BD Bioxon®, EUA) y en los
medios de produccion formulados Farrera (Farrera et al. 1998), Heins modificado (se sustituyo6 la
sacarosa por glucosa) y KSAH-modificado, se sustituyé el NH4sHCO3 por (NH4)>SOs (Mejia-

Farfan 2008). La composicion de los medios de produccion se muestra en el cuadro 4.

Ademas de los tres medios descritos, se utilizaron modificaciones de los medios Farrera y Heins:
HeinsB (sin agar); FarreraB (sin agar); sin las sales minerales presentadas en el cuadro 4
(FarreraSM); Farreral50, sin las sales minerales y ajustando los so6lidos totales iniciales (STI) a

150 g L.
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Cuadro 4. Medios de cultivo
Farrera Heins KSHA

C:N 6.5 2.6 11.6
Materia prima g.L!

Glucosa 13.42 11.6 40
Harina de soya 5.6 - 12
Soélidos de cocimiento de maiz 4.05 - -
Extracto de levadura 2.59 6.71 0.5
MgSO4 0.2 1.6 0.5
MnSO4 0.04 - 0.05
ZnS04 0.0058 - 0.0058
CuSOq4 .0075 0.02 0.0075
KCl 3 - -
FeSO4 0.00135 - 0.00135
CoCl, 0.03 - 0.00135
H3PO4 (mL) 7 - 7
K;HPO, - 3.39 -
KH,PO4 - 3 10.5
(NH4)2S04 - 9.6 1.5
CaCl, - 1.07 -
FeCl, - 0.16 -
MnCl, - 0.011 -
Peptona de soya - 4.58 -
Pasta de soya - 8.24 -
NaH,PO4 - -
Agar 15 15 15

Composicion y relacion C:N de los medios de cultivo de produccion evaluados

5.3. Seleccion de Cepas de Bacillus spp. y Medio de Cultivo

5.3.1. Seleccion con Base a Desafios en Placas de Petri

5.3.1.1. Primer cribado con cultivos puros. A partir de un cultivo de siete dias de F. oxysporum en
PDA, se cort6 un circulo de 1 cm de didmetro de agar con micelio para ser utilizado como in6culo.

El circulo se colocd en el centro de una placa de PDA y a 2.5 cm de distancia, alrededor del circulo,
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se inocularon 5 pL de cada una de las siete cepas de Bacillus spp., previamente suspendidas en
agua destilada estéril. Como testigo se utiliz6 una placa de PDA inoculada con F. oxysporum sin

los inoculos bacterianos. Ambas placas se incubaron a 30°C durante cuatro dias.

5.3.1.2. Combinaciones de las cepas de Bacillus spp. Se cultivaron cada una de las siete cepas de
Bacillus sp. en matraces de 125 mL (volumen nominal, VN) con en 12.5 mL del medio TSB (10%
VN) durante 24 h, a 30°C y 200 RPM en un agitador orbital (Thermo Scientific MAXQ 8000,
EUA). Se tomaron alicuotas de 1 mL de cada uno de los cultivos, las cuales se centrifugaron a
11270 x g (Eppendorf centrifuge 5424, Alemania), durante 5 min; se descart6 el sobrenadante y se
lavaron las pastillas celulares con 1 mL de solucion salina estéril al 0.9%. Este proceso se repitid
tres veces para eliminar el medio de cultivo gastado. Después del tercer lavado, las cé€lulas lavadas
se suspendieron en 1 mL de solucién salina estéril al 0.9%. En microplacas de 96 pozos se
mezclaron 50 pL de las suspensiones bacterianas en partes iguales, para tener un total de 21
combinaciones dobles, siete combinaciones de seis cepas y una combinacion de las siete bacterias.
Una suspension de micelio de F. oxysporum se inoculdé de manera masiva sobre la superficie de
placas Petri de 13.5 cm de didmetro con los medios Farrera, Heins o0 KSHA. Las placas se dejaron
secar 30 min en la campana de flujo laminar. Cada placa se inocul6 con 21 gotas de 5 pL de las
combinaciones bacterianas o de las siete cepas individuales, y se incubaron durante 4 dias a 30°C,

para evaluar la presencia de halos de inhibicion.

5.3.1.3. Segundo cribado. Se evaluaron las cepas AcX y AcB en los medios de cultivo, Farrera,
Heins, y KSHA, utilizando una modificacion de la metodologia presentada por Zhao et al. (2016).
100 pL de suspension de micelio de F. oxysporum se esparcieron de manera masiva con ayuda de
perlas de vidrio estériles sobre las placas inoculadas durante 30 min en la campana de flujo laminar.
Sobre el agar previamente inoculado con el fitopatdégeno, se inocularon 5 uL de cada una de las
cepas de Bacillus sp. que mostraron actividad antifingica en la prueba cualitativa y se incubaron a

30°C durante 4 dias para medir los halos de inhibicion con Adobe® Photoshop CS4 ver. 11 (2008).
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5.3.2. Seleccion de las Cepas de Bacillus sp. con Base en la Promocion del Crecimiento de

Cicer arietinum

Se germinaron 50 semillas de garbanzo (Cicer arietinum) en un semillero de 50 pozos, en el cual
se colocé al fondo de cada pozo 20 cm® de gravilla fina de origen volcénico (sustrato para
suculentas #1, Bazar de Bonsai, México) para ayudar a la filtracion. Sobre la gravilla se colocaron
75 cm?® de sustrato preparado (Tierra Preparada PREMIUM, Nutrigarden, México). En cada pozo
se hizo un pequefio agujero de aproximadamente 2.5 cm de profundidad, sobre el que se introdujo
una semilla y se cubrié con el sustrato circundante. De manera independiente se cultivaron en
matraces de 250 mL con 25 mL de medio de cultivo las cepas AcX (FarreraB), AcB (FarreraB y
HeinsB) y AcX+AcB (FarreraB) durante 48 h a 30°C y 200 RPM en un agitador orbital. Después
se realizaron diluciones seriadas y se contabilizaron las células totales en la cdmara de Neubauer

para ajustar la concentracion bacteriana a 1x10° células-mL™! con agua destilada.

Se dividio el semillero en 5 secciones (dos columnas con diez pozos cada columna) y a cada seccion
se le aplicaron 15 mL por pozo del tratamiento correspondiente, se utilizd el mismo volumen de
agua como testigo. El semillero se cubrié con pléstico transparente para evitar la pérdida excesiva
de humedad. Quince dias después de la siembra se determiné el porcentaje de germinacion, a los
veinte dias las plantulas se trasplantaron a macetas de 473 cm?, a cada maceta se le colocaron 50
cm?® de gravilla fina de origen volcanico y se cubrio con sustrato (Tierra Negra Especial, Garden’s®,
México) Se aplico un segundo tratamiento de 10 mL de las suspensiones bacterianas a una
concentracion de 1x10° células-mL"! al momento del trasplante. Pasados 45 dias desde la siembra
de las semillas en el semillero, se evaluaron las propiedades biométricas desarrollo de raiz,
crecimiento de parte aérea y el peso seco de las plantas (secado a 50°C hasta tener un peso

constante) (Sudrez-Moreno et al. 2019). Se compararon los datos mediante ANOVA de una via.
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5.4. Localizacion de la Actividad Inhibitoria del Crecimiento de F. oxysporum

5.4.1. Cultivo Puro de Bacillus sp. AcX

Se cultivo a la cepa AcX en matraces de 125 mL (VN) con 12.5 mL de medio FarreraB durante 48
h a 30°C y 200 RPM en agitador orbital (Pretorius ef al. 2015; Zhao et al. 2014). De este cultivo
se obtuvo: el sobrenadante libre de células, las células y el medio gastado. Para obtener el
sobrenadante libre de células se tomo una alicuota del cultivo, se centrifugd a 11269 x g durante 5
minutos, se separ6 el sobrenadante y se filtré a través de una membrana Millipore® tipo GS estéril
de 0.22 pm. La pastilla celular se resuspendid con solucion salina estéril al 0.9%, se centrifugd a
las mismas condiciones y se descarto el sobrenadante, este proceso se llevo a cabo tres veces para
eliminar los restos del medio de cultivo. La pastilla resultante de la tercera centrifugacion se
resuspendié con 1 mL de solucion salina estéril al 0.9% y El contenido del matraz fue agitado para

tomar 1 mL del medio gastado

En placas Petri con medio Farrera preinoculadas con el patdogeno, como se describi6 anteriormente
en el experimento de Segundo Cribado, se colocaron 6 discos de papel filtro, sobre los cuales se
inocularon 5 ul de cada una de las muestras (células, sobrenadante y medio gastado) Las placas se
incubaron a 30°C durante tres dias y se midieron los halos de inhibicion utilizando el método

descrito previamente. Se hicieron tres réplicas por duplicado de cada muestra.

5.4.2. Cocultivo de Bacillus sp. AcX 'y F. oxysporum

Se hicieron los ensayos en medio de cultivo FarreraB. F. oxysporum y Bacillus sp. AcX como
cultivos puros o en co-cultivo se cultivaron en matraces de 125 mL (VN) con un volumen de
operacion de 10% del VN. Los matraces para el cultivo de F. oxysporum o Bacillus sp. se

inocularon con discos de conserva con 1x10° y 2x10° esporas-mL™' respectivamente; y se
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incubaron durante 48 horas a 30°C en agitacion orbital a 200 RPM. El co-cultivo se inoculo
inicialmente como el cultivo axénico de F. oxysporum e incub6 durante 24 horas bajo las mismas
condiciones, después se inoculd con 1 mL del cultivo axénico de Bacillus y se incub6 24 h mas a
las mismas condiciones. Terminado el periodo de incubacion, se tomaron alicuotas de los cultivos
para obtener el sobrenadante libre de células siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Se
inocularon 5 uLL de cada uno de los filtrados por triplicado en discos de papel filtro estériles sobre
placas con el medio de cultivo Farrera, previamente inoculadas con F. oxysporum. Las placas se

incubaron durante cuatro dias a 30°C y se determino el indice de inhibicion.

5.5. Efecto de la Adicion de Elementos Traza al Medio Farrera Sobre la Esporulacion de Bacillus

sp.

La cepa AcX se cultivo por triplicado en matraces de 250 mL con 25 mL del medio de cultivo
FarreraSM (sin la adicién de las sales: MgSOas, MnSO4, ZnSO4, CuSO4, KCl, FeSO4 y CoCl). Los
matraces se incubaron a 30°C y 200 RPM durante 48 horas. Se utiliz6 el medio FarreraB como
testigo. Se determinaron la cuenta total y la eficiencia de esporulacion, los resultados se

compararon con ANOVA de una via.

5.6. Cinéticas de Crecimiento de la Cepa AcX

5.6.1. Cinéticas de Crecimiento en Matraz

La cepa AcX se cultivd en dos matraces de 500 mL (VN) con 50 mL del medio FarreraSM cada
uno. Los matraces fueron inoculados con un disco de papel filtro con 6x10° esporas, e incubados
a 30°C y 200 RPM en la agitadora orbital. Se tomaron muestras de 200 puL cada dos horas durante
las primeras 24 h y a las 32,48 y 72 h.
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5.6.2. Cinéticas de Crecimiento en Biorreactor

Se utiliz6é un biorreactor tipo tanque agitado con un volumen nominal de 3 L (Applikon ADI
BioConsole 1010 / BioController ADI 1025, Holanda), las condiciones de operacion fueron
temperatura, aireacion y agitacion constantes a 30°C, 0.2 VVM (condiciones estandar de presion y
temperatura) y 600 RPM respectivamente (Farrera et al. 1998). El indculo se prepard a partir de
dos discos de 2x10° esporas de la cepa AcX con los que se inoculé un matraz de 1 L con 100 mL
del medio FarreraSM el cual se incub6 a 30°C durante 8 h a 200 RPM. Cuando se utilizé el medio
FarreraSM se muestred cada hora durante las primeras 12 horas, después cada 2 h hasta las 24 h'y
posteriormente cada seis horas hasta las 48 h. El pH fue monitoreado, pero no controlado, se afiadid

antiespumante cuando fue necesario.

Se realizaron dos cinéticas de crecimiento utilizando el medio Farreral50. En la primera se
utilizaron las mismas condiciones descritas anteriormente y el régimen de muestreo fue también el
mismo. En la segunda, se mantuvo un nivel de oxigeno disuelto minimo de 40%, para lo cual se
enriquecio el aire con oxigeno, cuando fue necesario se suministrd oxigeno puro y también se vario
la velocidad de agitacion entre 500 y 1300 RPM, segun se requiri6. Para ambas cinéticas se afiadio
antiespumante cuando fue necesario, el pH se mantuvo por debajo de 7.5 utilizando H;PO4 4M y
la temperatura se control6 automaticamente a 30°C. La aireacion se mantuvo constante a 1 VVM

(volumen de aire bajo condiciones estdndar por volumen de liquido por minuto).

5.6.3. Estudio de Vida de Anaquel

Se cultivo la cepa AcX en matraces con FarreraSM bajo las condiciones descritas anteriormente
durante 48 horas y se utiliz6 el medio gastado (que contenia células vegetativas, esporas y
metabolitos producidos durante la fermentacion) como base para las distintas formulaciones
ensayadas, las cuales fueron: Polividona (Biradar y Santhosh 2018), Glicerol (Singleton et al.

2002), Polividona + Glicerol (Dayamani 2010), Acido acético (Reuter 2016) y Polividona +
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Glicerol + Acido acético; cada ingrediente se formuld al 2% v/v o m/v segin fuese el caso. Las
formulaciones se almacenaron a: 30, 25, 20 y 4°C. Se determiné la cuenta total y la cuenta de

esporas a los 7, 14, 21, 28 y 38 dias. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

5.6.4. Sintesis del Proceso

El proceso se sintetiz6 para formular un producto liquido directamente con el medio gastado tal y
como se obtiene al final de la fermentacion. Se considero el rendimiento de esporas de la cepa AcX
en medio Farreral50 propagada en el biorreactor sin limitacion de oxigeno. Se disefiaron dos

procesos, uno para la fabricacion un producto liquido y el otro como un polvo humectable.

5.7. Determinacion de la Capacidad de la Planta y Especificaciones Técnicas de los Equipos

Principales.

La capacidad de produccion de la planta y el dimensionamiento de los equipos principales se
determinaron a partir de la produccion requerida para proteger el 4.5% del total de héctareas de
alto riesgo de infeccion de F. oxysporum en la costa de Hermosillo (Fierros Leyva et al. 2019). La
demanda se calcul6 con base en la dosis y aplicaciones del producto SERENADE® ASO de Bayer

(2 L-Ha'!, 2 aplicaciones-ciclo™).

5.8. Analisis Economico

Con los datos dados por los costos de materias primas, costos de equipos de proceso y las guias de
Petrides et al. (2015) adaptadas a un proceso de menor escala, se calcularon los costos de capital

fijo, costos de operacion y se realizo el analisis de rentabilidad para la produccion a pequefia escala
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de un biofungicida a base de endosporas de Bacillus sp. en dos presentaciones ( liquido y polvo

humectable), utilizando el medio de cultivo Farreral50.

5.9. Medicion de la Inhibicion del Crecimiento de F. oxysporum

Para medir los halos de inhibicion, se tomaron fotografias de las placas de Petri a la misma altura
y con la misma cdmara para conservar la densidad de pixeles. Se midi6 el area en pixeles con el
software Adobe® Photoshop CS4 ver.11 2008 (Chun et al. 2015) utilizando la herramienta de lazo
magnético para seleccionar el perimetro de los halos de inhibicién mas las colonias y el de solo las

colonias (Fig. 3). El indice de inhibicidn se calcul6 utilizando la ecuacion 1.

Calculo de coeficiente de inhibicién [ =—

Donde I representa el coeficiente de inhibicion, H representa el area del halo de inhibicion mas el

area de la colonia, C representa el area de la colonia
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Figura 3. Ejemplificacion de las mediciones realizadas de halos de inhibicidén con el software
Adobe® Photoshop CS4 ver. 11 2008. Se utiliz6 la herramienta lazo magnético, para la seleccion
del area de cada halo de inhibicion. En la ventana de Histograma se puede observar el area en

pixeles de la seleccion.

5.10. Cuantificacion de Esporas, Unidades Formadoras de Colonias y Cuenta Total

5.10.1. Cuenta Total

Para la cuenta del nimero mas probable de células totales, se realizaron diluciones seriadas en agua

estéril del medio gastado, se tomo una alicuota de la dilucion seleccionada (10 pL) y se colocé en

los extremos del cubre objetos de la cdmara de Neubauer. Se observo con el objetivo 40X al

microscopio (Zeiss, Axiostar plus, Alemania) y se contaron los bacilos y esporas presentes en
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cuatro cuadros grandes de la esquina inferior izquierda.

5.10.2. Unidades Formadoras de Colonias

La determinacion se hizo por dilucidn seriada por conteo en gota (Chen et al. 2003; Naghili ef al.
2013). El medio de cultivo se diluy6 por triplicado en factores de 10 en microplacas de 96 pozos a
un volumen de 300 pL. Las diluciones se inocularon por triplicado en placas de TSA (21 gotas de
5 uL por placa) e incubaron de 16-24 h a 37°C, hasta observar microcolonias que pudieran ser

contadas en un microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi DV4, Alemania).

5.10.3. Esporas

Una alicuota del medio gastado se incub6 a 80°C en un baio de agua (Thermo Scientific Precision
6P05, EUA) durante 15 min para inactivar a las células vegetativas (Monteiro et al. 2014).
Posteriormente se utiliz6 el método de dilucidn seriada por conteo en gota por triplicado descrito

para contar las unidades formadoras de colonias (UFC).

5.10.4. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 el software Minitab® ver. 19.2.0. Se consider6 una diferencia
significativa cuando p< 0.05, en caso de existir diferencias significativas, se utilizé una prueba de

comparacion de medias por el método de Tukey (a=0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Seleccion de Cepa de Bacillus sp. y Medio de Cultivo de Produccion

6.1.1. Primer Cribado

Se realiz6 un andlisis cualitativo en placas de Petri con agar PDA para determinar cudl o cudles de
las siete cepas de Bacillus spp. controlaban el crecimiento de Fusarium oxysporum in vitro (Fig.
4). En este experimento se observo que dos de las siete cepas (AcX y AcB) delimitaban el
crecimiento del fitopatdgeno, tras cuatro dias de incubacioén en agar PDA. Para identificar si el
medio de cultivo tenia algiin efecto sobre la actividad antifungica de las cepas de Bacillus spp., se
probaron las siete cepas en los medios de produccién: Farrera, KSHA y Heins (Fig.5). En primera
instancia se pudo observar que se presentan dos tipos de halos de inhibicion, uno donde se atenua
el crecimiento del hongo alrededor de la colonia, como el que presenta la cepa ToA2, y otro en

donde no crece el patdogeno alrededor de la colonia (cepas AcB y AcX).

En los mismos medios de produccion se probaron combinaciones de las siete cepas. En la
combinacion de las siete bacterias (Fig. 5, columna C7) en lugar del halo transparente que
presentaron las cepas AcB y AcX de forma individual se observé un halo de crecimiento atenuado,
este fendmeno se observo en los tres medios de cultivo. Los resultados de las combinaciones
sextuples se muestran en la Fig. 6, se observa en los medios Heins y KSHA que todas las
combinaciones presentaron halos de inhibicidon con crecimiento atenuado del fitopatdégeno. En el
medio Farrera se mantuvo la caracteristica del halo de inhibicion transparente cuando las cepas

AcB y AcX formaban parte de la combinacion.
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Testigo

Figura 4. Prueba cualitativa para la identificacion de las cepas con actividad antifungica. Puede
observarse el control del fitopatégeno ejercido por las cepas AcB y AcX tras cuatro dias de
incubacion

En el caso de las combinaciones dobles, las combinaciones en las que se mantuvo el halo de
inhibicién transparente en los tres medios fueron: AcX-AcX, AcX-AcB y AcB-AcB. En el medio
KSHA en la combinacién AcX-PD también se mantuvo el halo transparente. En KSHA Ia
morfologia de la cepa AcB se modifico, de ser una colonia plana, irregular con borde lobular, paso6

a ser una colonia con forma de papila circular con borde ondulado (Fig. 7).
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Farrera

Figura 5. Analisis cualitativo del control de Fusarium oxysporum de las siete cepas de Bacillus
spp. en tres medios de produccion distintos. En la columna 8 de izquierda a derecha se muestra

la combinacion de las siete cepas contra el fitopatogeno (C7).

AToA2 AToAl A AcX A ToE

Farrera

Figura 6. Combinaciones séxtuples de las siete cepas de Bacillus spp. en los tres medios de
produccion. La mayoria de las combinaciones séxtuples en los tres medios presentaron el mismo
tipo de halo de inhibicién que la combinacidon séptuple, excepto las combinaciones donde se
podian encontrar a las cepas AcX y AcB juntas en el medio Farrera.
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Figura 7. Combinaciones dobles de las cepas de Bacillus spp. en medio KSHA. Las cepas AcX 'y
AcB pierden caracteristicas de formar halos de inhibicion transparentes al estar combinadas con
otras cepas que no sean ellas mismas y el Gnico caso de la combinacion AcX-PD.

En el medio Farrera fue donde se observaron la mayor cantidad de halos de inhibicion
transparentes, todas las combinaciones que involucraban a AcX y/o AcB mostraron el halo de
inhibicion transparente caracteristico de estas dos cepas. En medio Heins, el patégeno produjo

mucho micelio aéreo, lo que dificulto la apreciacion de los halos de inhibicion (Fig. 8).
La aplicacion de microorganismos como consorcios ha probado ser efectiva y consistente para el

control de hongos fitopatdogenos y para la promocion de crecimiento (Palmieri ef al. 2017; Sarma

et al. 2015). Sin embargo, en los consorcios formados con las cepas de Bacillus
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analizadas en este estudio no hubo un efecto mayor, ni siquiera aditivo, en la inhibicién del
crecimiento de F. oxysporum, € incluso algunas cepas que tuvieron efecto antifingico de manera
individual, lo perdieron en el consorcio. Algo similar puede observarse en el estudio de De Vrieze
et al. (2018), donde la cepa de Pseudomonas sp. S49, que mostrd tener un efecto protector

significativo contra Phytophtora sp. al ser pareada con la cepa Pseudomonas sp. R47 perdid la

capacidad de controlar al fitopatogeno.

AcB ToA2 ToA1 AcX

Farrera

Figura 8. Combinaciones dobles de las cepas de Bacillus spp. en medio Farrera. Las
combinaciones donde se encuentran presentes las cepas AcX y AcB conservan el halo de
inhibicion transparente.

Es importante destacar que en el presente estudio solo se analizo6 la capacidad para controlar a F.
oxysporum. Es posible que alguna de las cepas ya sea en solitario o en conjunto, puedan ejercer un

control sobre otras especie fitopatdogenas o que puedan promover el crecimiento vegetal, al producir
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en el consorcio fitohormonas (Bilal ef al. 2018), fijar nitrogeno (Minamisawa et al. 2004) o facilitar

la solubilizacion de fosfatos (Emami et al. 2020; Nandimath et al. 2017).

AcB ToA2 ToA1 AcX

Figura 9. Combinaciones dobles de las cepas de Bacillus spp. en medio Heins. Se observaron
halos de inhibicion transparentes en todas las combinaciones de las cepas AcX y AcB, excepto
en la combinacion AcB-PC2.

6.1.2. Segundo Cribado

Habiendo observado en las pruebas cualitativas que las cepas AcB y AcX inhibieron el crecimiento
del F. oxysporum en los tres medios de cultivo y que no hay un efecto sinérgico en las distintas
combinaciones de las siete cepas, bajo las condiciones experimentales utilizadas, se procedid a la

cuantificacion del efecto antifungico de las AcB y AcX en forma individual en los tres medios de
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cultivo de produccion (Fig. 10). Esto con el proposito de seleccionar la mejor combinacion de cepa
y medio de cultivo para la produccion del biofungicida. En el Cuadro 5 se observa que no hubo
diferencias significativas entre la cepa AcB cultivada en los medios Heins o Farrera y la cepa AcX
cultivada en el medio Farrera, aunque la cepa AcX muestra la media mas alta del indice inhibicion

frente a F. oxysporum (Cuadro 5).

Figura 10. Pruebas cualitativas para la determinacion de la actividad antifungica in vitro de las

cepas AxX y AcB en tres medios de produccion.

En virtud de que el comportamiento de las cepas AcX y AcB fue muy similar en las pruebas in
vitro para inhibir el crecimiento de F. oxysporum, se realizd un ensayo in vivo con semillas de
garbanzo para seleccionar s6lo una de las dos cepas. El ensayo tenia la finalidad de evaluar si
alguna de las dos cepas presentaba un efecto positivo sobre el crecimiento de garbanzo, para
seleccionar la cepa que ademas de tener un efecto de control bioldgico in vitro, tuviera un efecto

positivo o el mayor efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas de garbanzo.
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Cuadro 5. Indice de inhibicion de F. oxysporum por Bacillus spp.

Tratamiento N Media del indice de inhibicion Agrupacion
AcX Farrera 18 0.393773 a
AcB Farrera 11 0.336076 ab
AcB Heins 12 0.25055 ab
AcB KSHA 18 0.260301 bc
AcX KSHA 15 0.222329 bce
AcX Heins 17 0.162306 c

Comparacion de medias del indice de inhibicion de F. oxysporum por Bacillus spp. Mediante la prueba de Tukey
a=0.05. Literales diferentes indican diferencias significativas.

6.1.3. Efecto Promotor de Crecimiento de las Cepas AcX y AcB en Cicer arietinum

Se realizo el ensayo de germinacion en garbanzo durante 15 dias, cuatro de las semillas testigo y
dos de las semillas tratadas con la cepa AcX germinaron a los 4 dias de la siembra (Fig. 11B), al
dia 5 se observaron germinados en todos los tratamientos, encabezados por los tratamientos AcX
y AcB en medio FarreraB con seis germinados. Al finalizar el experimento se observo una
germinacion de al menos el 90% de las semillas en todos los tratamientos (Fig. 11A). La
germinacion de las semillas depende de la viabilidad del embrion y de la disrupcion de la dormancia
de la semilla, que es generada por factores ambientales. Los agentes que promueven la germinacion
pueden influir en la disrupcioén de la dormancia reduciendo los niveles de acetileno debido a la
actividad de la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa (Kandel et al. 2017), a la
produccion de giberelinas (Taiz et al. 2014) y/o a la produccion de acido indol acético, que estimula
la division celular promoviendo el desarrollo del embrion (Cabra Cendales et al. 2017). Se
desconoce la antigliedad de las semillas de garbanzo utilizadas en el ensayo de germinacion, sin
embargo, los resultados obtenidos indican que el embridén no presentd problemas de viabilidad,
pero debido a la alta tasa de germinacion no se pudo determinar si las cepas AcX o AcB tienen un

efecto sobre la promocion de la germinacion.

Una vez terminado el ensayo de germinacion, las plantulas de garbanzo se trasplantaron de

semillero a macetas, se re-inocularon con los tratamientos correspondientes y se monitored el
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crecimiento durante 30 dias. Como puede observarse en la Figura 11 no todas las plantulas
sobrevivieron al trasplante y los tratamientos: AcX ni AcB + AcX no tuvieron un efecto protector,
ya que no sobrevivieron tantas plantulas como en los demés. En un estudio realizado por
Danielsson ef al. (2007) se analiz¢ la tasa de supervivencia de semillas de Brassica napus tratadas
con cinco cepas de B. amyloliquefaciens y se encontré que cuatro cepas tuvieron un efecto positivo

en la supervivencia de las plantulas después del trasplante y una no.

En cuanto a las mediciones de las propiedades biométricas de las plantulas (Fig. 12 y Fig. 13), solo
hubo diferencia significativa (p<0.05) en cuanto a la longitud de la raiz entre el tratamiento AcX y
el testigo (Fig. 13D), por lo que parece que esta cerpa promueve el desarrollo radicular. Las
principales funciones de la raiz en la planta son el anclaje, la absorcion de agua y minerales (Taiz
et al. 2014). En experimentos donde se han aplicado bacterias promotoras del desarrollo radicular,
se han encontrado mayores cantidades de minerales como Ca, K, Mg, P, Fe y Zn en la raiz (Antoun

y Kloepper 2001).

Los resultados obtenidos en todos los experimentos muestran que el desempenio de las cepas AcX
(propagada en FarreraB) y AcB (propagada en FarreraB y HeinsB) fueron muy similares y que
ambas cepas presentaron un indice de inhibicion alto del crecimiento de F. oxysporum en los en
los ensayos a in vitro. Puesto que en los ensayos in vivo AcX tuvo un efecto positivo en la longitud
del sistema radicular se selecciono esta cepa y el medio de cultivo de FarreraB. Los consorcios se

descartaron porque no hubo un sinergismo.
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Figura 11. E Evolucién de la germinacién y el desarrollo de las plantulas de Cicer arietinum.

Como se muestra en el grafico de barras, todos los tratamientos mostraron una eficiencia de

germinacion mayor al 90%, ya que se utilizaron 10 semillas por tratamiento.
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AcB Farrera AcB + AcX

AcB Heins

Figura 12. Evolucion de la germinacion y el desarrollo de las plantulas de Cicer arietinum. Como

se muestra en el grafico de barras, todos los tratamientos mostraron una eficiencia de germinacioén

mayor al 90%, ya que se utilizaron 10 semillas por tratamiento.
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Figura 13. Comparacion de medias de las propiedades biométricas medidas en las plantas de
garbanzo. Prueba de Tukey 0=0.05. Cada grafico es una comparacion de medias independiente y
las literales diferentes indican diferencias significativas.
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6.2. Etapa de Fermentacion del Proceso.

6.2.1. Localizacion de la Actividad Inhibitoria del Crecimiento de F. oxysporum

Para disefiar el proceso es importante determinar si el producto principal sera biomasa (en forma
de esporas o células vegetativas), metabolitos extracelulares o ambos. Por ello, se busco establecer
si la actividad biologica se debia a metabolitos excretados al medio de cultivo. Por lo que se realizo
un experimento para determinar el efecto antifingico del: sobrenadante libre de células, células
lavadas y medio gastado, provenientes de un cultivo liquido de la cepa AcX en el medio FarreraB.
El sobrenadante libre de células no inhibi6 el crecimiento de F. oxysporum, mientras que las células
y el medio gastado mostraron el efecto antifingico que se habia encontrado anteriormente (Fig.

14).

Cuando algunas bacterias estdn en contacto con un hongo se incrementa la produccion de
metabolitos antifingicos, por ejemplo en el caso del cocultivo de Bacillus amyloliquefaciens S499
con Rhizomucor variabilis, la produccion de fengicina aument6 en un 350% con respecto al cultivo
puro de la bacteria (Kulimushi et al. 2017). Por lo que se investigo si el sobrenadante libre de
células de un co-cultivo de la cepa AcX y F. oxysporum tenia un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de F. oxysporum. Después de 24 horas de co-cultivo, se obtuvo el sobrenadante libre

de células y se repito el ensayo. Sin embargo, tampoco hubo efecto (Fig. 15).
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Sobrenadante Medio Gastado Células Lavadas

Farrera

Figura 14. El efecto antifingico de las cepas AcX solo estar presente cuando las células
bacterianas estan en contacto con el fitopatdgeno.

Se ha demostrado que el perfil de metabolitos secundarios de una cepa bacteriana puede cambiar
cuando se utilizan cultivo sumergido o cultivo sélido. En un estudio publicado por Torres et al.
(2016) se analiz6 el perfil de lipopéptidos producidos por B. subtilis sbsp. subtilis y B.
amyloliquefaciens en placas de agar y en cultivo sumergido. Cuando se utilizé el sobrenadante libre
de células del cultivo sumergido de estas cepas, ambos sobrenadantes inhibieron el crecimiento de
Macrophomina phaseolina en casi 37%, pero la inhibicion fue mayor cuando las bacterias se co-
cultivaron con el fitopatdogeno en agar. B. amyloliquefaciens en cultivo liquido produjo 6
surfactinas y 3 iturinas distintas, pero cuando la misma cepa fue co-cultivada con Macrophomina
phaseolina en agar, produjo 7 surfactinas, 4 iturinas y 6 fengicinas distintas. Ademas, la cepa

también compite con el patdgeno por nutrientes.

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos en cuanto a la actividad antifungica del
sobrenadante no son concluyentes. Sin embargo, es claro que la bacteria en medio solido y en
presencia del hongo, inhibe el crecimiento del patogeno. Esto podria deberse a que, en medio
solido, la bacteria produce metabolitos inhibitorios, a que el hongo induce la produccion de
metabolitos en la bacteria, a la competencia por nutrientes, o a una combinacion de todos los

fendmenos.
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Bacteria Hongo + Bacteria

Figura 15. Efecto de los sobrenadantes de los cultivos de AcX, F. oxysporum y el co-cultivo
Bacteria + Hongo sobre el crecimiento de F. oxysporum.

6.3. Efecto de la Adicion de Elementos Traza al Medio Farrera Sobre la Esporulacion de Bacillus

sp.

Para determinar la necesidad de afiadir sales minerales al medio de cultivo se realizd6 un
experimento en donde se cultivo a la cepa AcX en medio FarreraB y en medio FarreraSM (medio
FarreraB sin sales minerales anadidas). Los resultados indican que la adicion de los minerales no
tuvo efecto sobre la eficiencia de esporulacion. Como se observa en el Cuadro 6, en ambos
experimentos las concentraciones de células totales y de esporas fueron similares (p>0.05). Las
eficiencias de esporulacion fueron 71% y 72% en el medio con minerales y en el medio sin

minerales, respectivamente.
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Cuadro 5. Influencia de la adiciéon de minerales en el crecimiento y la esporulacion de la cepa
AcX

Medio de cultivo Concentracion celular total Concentracion de esporas
(UFC.-mL™Y) (UFC-mLY)
FarreraB 3.28%10%2 2.32x10%°
FarreraSM 2.98x10% 2 2.14x10%®

Comparacion de medias de la cuenta total y la cuenta de esporas de la cepa AcX cultivada en los medios FarreraB y
FarreraSM (medias). No se observaron diferencias significativas (p>0.05).

Los minerales Ca, Mg, Mn, Fe y Zn son esenciales para la esporulacion debido a que forman parte
de las esporas o estan involucrados en el proceso de diferenciacion celular (Hageman ef al. 1984;
Posada-Uribe et al. 2015). Por si mismas, la harina de soya, el agua de cocimiento de maiz y el
extracto de levadura contienen minerales. En el Cuadro 7 se muestra en mg la cantidad de Ca, Mg,
Mn, Fe y Zn que proporciona la formulacién del medio FarreraB (Grant y Pramer 1962; Liggett y
Koffler 1948; Uwem et al. 2017), como se puede apreciar, con excepcion del Mn, la cantidad de
minerales presentes en las materias primas de manera natural es superior a la que seria afiadida
como parte de la formulacion del medio. Lo anterior explica los resultados que indican que no hay
necesidad de afiadir las sales minerales al medio de cultivo, lo que se traduce en un ahorro en costos

de materia prima.

Cuadro 6. Aporte de minerales al medio FarreraB

Minerales Materias primas (mg) Sales minerales (mg)
Ca 31.67 -
Fe 388.94 0.5
Mg 3310.95 40.38
Mn 6.12 14.54
Zn 191.88 2.35

Cantidad en mg de distintos minerales aportados por las materias primas organicas presentes en la formulacion del
medio Farrera y la cantidad correspondiente afadida en forma de sales al medio Farrera.
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6.3.1. Cinéticas de Crecimiento de la Cepa AcX en Matraz.

En la Figura 16 se muestra la cinética de crecimiento de la cepa AcX en el medio FarreraSM. La
fase exponencial comenz6 a la cuarta hora de cultivo, seguida por la fase estacionaria a partir de la
hora 18. Durante la fase exponencial la velocidad especifica de crecimiento (u) fue de 0.440 h'! (R?
=0.9784, de 4 a 18 h). La concentracion celular maxima fue de 6.27x10° UFC-mL™! a la hora 22.
Se detectaron células termorresistentes desde la muestra de las 32 h, el maximo alcanzado fue

5%10% UFC-mL" lo que equivale a una eficiencia de esporulacion del 19%.
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Figura 16. Cinética de crecimiento en matraz de la cepa AcX en medio FarreraB. Cuenta total
(®); esporas (A). Las barras de error representan intervalos de confianza, a= 0.05.

La baja tasa de esporulacion pudiera explicarse por la deficiente transferencia de oxigeno en el
sistema de cultivo en matraz (Henzler y Schedel 1991). La concentracién de oxigeno disuelto es
importante para la esporulacion de las bacterias del género Bacillus. Experimentos realizados por
Abbas et al. (2014) mostraron una disminucion en la esporulacion de 18 cepas de B. cereus de entre

4y 7 6rdenes de magnitud, cuando se compara la concentracién esporas en presencia y en ausencia
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de O». Boniolo et al. (2012) contrastaron la concentracion de esporas en B. thuringiensis en cultivos
diferentes niveles de oxigeno disuelto (5%, 20% y 50% de la concentracion de saturacion) y
encontraron la minima concentracion de esporas a 5% de oxigeno disuelto. Esta incrementé en 10
y 22.5% al incrementar los niveles de O2 disuelto a 20% y 50% respectivamente. La transferencia
de oxigeno también es importante para la esporulacion en Bacillus subtilis. Ha et al. (2018)
encontraron que cuando se tenia una agitacion de entre 300 y 400 RPM en un reactor de tanque
agitado no se observaba esporulacion, pero al aumentar la velocidad de agitacion a 500 RPM
observaron esporas después de 24 h de cultivo, atribuyen este cambio a la tensién de oxigeno
disuelto que aumento6 con la velocidad de agitacion. Monteiro et al. (2005) reportaron un ligero
aumento en la eficiencia de esporulacion, de 45.2% a 53.2 %, al aumentar los niveles de oxigeno

disuelto de 10 al 40%.

6.3.2. Cinéticas de Crecimiento en Biorreactor

Conociendo el comportamiento cinético de la cepa AcX en matraz, se seleccioné como in6culo un
cultivo de 8 h (fase exponencial temprana) para el biorreactor en todas las cinéticas. El indculo
tuvo una densidad celular de 4.22x10* UFC.mL!. En la Fig. 17 se muestra la cinética de
crecimiento en el medio de FarreraSM a una concentracion de STI de 35 g-L™!. Se observa que con
el inoculo en fase exponencial se eliminé la fase Lag, se observan dos fases exponenciales, de la
hora 1 alahora5 (u=0.831h"'; R2=0.9918) y la segunda de la hora 6 a la hora 10 de cultivo (n
= 0.2059 h''; R? =0.9521). Esta segunda fase de crecimiento fue seguida por un periodo de
disminucion en las UFC (11 a 20 h) y a continuacidon un aparente incremento en la cuenta celular
coincidente con la aparicion de esporas. Este comportamiento es atipico y habria que hacer més
fermentaciones para verificar si es el comportamiento tipico de la cepa. La velocidad especifica de
crecimiento increment6 casi en un 50% comparada con la obtenida en matraz, esto puede deberse
a que agitacion en un biorreactor es mucho mas efectiva que la que se puede lograr en un matraz
en agitador orbital. Una mejor agitacion conlleva una mayor disponibilidad de nutrientes y una

mejor transferencia de O».
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El pH se mantuvo cercano a la neutralidad durante la fermentacion. Inici6 en 7.4, disminuy6 a 6.8
a las 22 h de cultivo y después de las 24 h empezo6 a aumentar acercandose a la neutralidad. Este
fenomeno puede ser explicado por la liberacion de las endosporas al medio de cultivo, lo que a su
vez libera iones NHy4", este fendmeno también se puede observar en las cinéticas de crecimiento de
B. thuringiensis (Hassan et al. 2015) y B. subtilis (Monteiro et al. 2014) en donde en ambos casos
al inicio de la esporulacion el pH se alcaliniza durante el resto del tiempo de la fermentacion. La
baja fluctuacion en el pH durante la fermentacion es una sefial de que el control de pH,
posiblemente es una variable que no requiera ser controlada para la produccion de esporas de la
cepa AcX, lo que a nivel de proceso se traducira a un ahorro en costos de operacion del biorreactor

y en la inversion en equipo.

La eficiencia de esporulacion en promedio fue del 91 % después de las 30 h de cultivo. Este
rendimiento es bastante aceptable, considerando que Monteiro et al. (2014) en sus experimentos
para incrementar la cuenta de esporas en B. subtilis alcanzaron un maximo de 31.3 % de
rendimiento de esporulacion. Ya que la eficiencia de esporulacion es adecuada y el producto estara

constituido principalmente por esporas, no se considero necesaria una optimizacion adicional.
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Figura 17. Cinética de la cepa AcX en medio FarreraSM en Biorreactor de 3 L. La esporulacion
se detecto a partir de las 18 h de cultivo. El rendimiento de esporulacion llegd a su méximo a las
36 h alcanzando el 81%. Barras de error representan Intervalos de Confianza, o= 0.05. Cuenta
total (®); esporas (A ); pH (»).

Para disminuir los costos de inversion, es necesario producir el mayor niimero de esporas-mL",
por lo que incrementar la densidad celular en la fermentacién, manteniendo la eficiencia de
esporulacion, es imperativo para disminuir el tamafo de los equipos de produccion. Farrera et al.
(1998) alcanzaron una alta densidad celular de B. thuringiensis, 1.55x10'° UFC.mL"!, al
incrementar los sélidos totales iniciales del medio a 150 g-L™!'. Tras realizar un ensayo en matraz,
se determind que la cepa AcX toleraba esta concentracion inicial de nutrientes ya que crecid y

alcanz6 una densidad de 5.16x 108 UFC.mL"".

Se procedio a realizar una cinética en el medio Farreral50, la cinética de crecimiento se muestra
en la Figura 18. Nuevamente se presentaron dos fases exponenciales, de la hora 1 ala hora 5 (n =
0.1252 h''; R?=10.990) y la segunda de la hora 6 a la hora 10 de cultivo (u = 0.4342 h'!; R?=
0.9845). El pH mantuvo una tendencia similar a la cinética en FarreraSM, disminuy6 el pH hasta
un punto minimo (6.42 a las 24 h) y después el pH comenzo6 a acercarse a la neutralidad (6.99 a las
48 h). La diferencia mas notoria en el comportamiento de pH es que de manera general, los valores

alcanzados en la fermentacion en medio Farreral 50 fueron menores (6.42 - 6.8).

No se observo un incremento significativo en la densidad celular. La méxima densidad celular
alcanzada en el cultivo a STI 35 g-.L! fue de 1.11x10° UFC-mL™" ala hora 30 y a STI 150 g-L"! se
obtuvieron 1.69x10° UFC-mL"' a la hora 22; es decir, la concentracion celular maxima fue similar
en ambas STI, pero la eficiencia de esporulacion disminuy6 a 14.46% (a las 48 h de cultivo
1.97x108 esporas-mL-1) al aumentar la concentracion de solidos totales iniciales. Este efecto puede
ser debido a una limitacién de Oa, por lo que se repitid la corrida, pero enriqueciendo el aire con

oxigeno para mantener un nivel de O disuelto mayor al 40%.

En la Fig. 19 se muestra la cinética de crecimiento en el medio de Farreral50 con aire enriquecido

con Os. Se observé un crecimiento exponencial desde el inicio de la fermentacion hasta la hora 12
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(u=0.4169 h''; R2=0.9461). Al igual que en las cinéticas anteriores en Biorreactor, entre las 10 y
20 horas se observo un decremento en la densidad celular, seguido de un incremento en la cuenta
total, pero tanto el decremento como el decremento fueron menores que en los otros experimentos,
debido se agitdé cada muestra para hacer las cuentas totales y de esporas por mas tiempo, ya que se

habia observado una aglomeracion de las células y se traté de disgregar los aglomerados.
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Figura 18. Cinética de la cepa AcX en medio Farreral 50 en Biorreactor de 3 L. La esporulacion se
detect6 a partir de las 16 h de cultivo. Barras de error representan Intervalos de Confianza, o= 0.05.
Cuenta total (e®); esporas (A ); pH (»).

A la hora 20 se alcanzé la mayor concentracion celular (2.43x10!° UFC.mL™), no solo en esta
cinética, sino de todos los experimentos. Los cambios en la tasa de crecimiento y en el pH (6.5 a
7.4), posteriores a la fase exponencial pueden deberse a un cambio en el metabolismo (consumo
de 4cidos orgénicos) y sugieren que el cultivo entr6 a la etapa de transicion. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Lopez-Y-Lopez y De La Torre (2005), donde B. thuringiensis
después de la fase exponencial, continud su crecimiento a una menor tasa, cambio su metabolismo

de consumo de glucosa a consumo de piruvato y produjo butirato y citrato.
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Figura 19. Cinética de la cepa AcX en medio Farreral50 con suplementacién de oxigeno en
Biorreactor de 3 L. Barras de error representan Intervalos de Confianza, a= 0.05. Cuenta total

(®); esporas (A ); pH ().

Después de las 6 h de cultivo la concentracion de Oz disuelto disminuy6 rapidamente (Fig.20A) y
el enriquecimiento con Oz no fue suficiente para mantener el oxigeno disuelto en al menos 40% de
la capacidad de saturacion, por lo que se suplement6 oxigeno puro y se modifico la velocidad de
agitacion conforme fue necesario. Entre las horas 8 y 12 se aumento6 a velocidad de agitacion a
1000 RPM (Fig. 20C). Después de se bajo a 650 RPM y se siguid bajando hasta 400 RPM, ademas
se volvio a suministrar aire enriquecido con oxigeno en lugar de oxigeno puro, lo que indica que
la demanda de oxigeno del cultivo disminuyd. Promediando la cuenta total y la cuenta de esporas

a partir de la hora 33, se calcul6 una eficiencia de esporulacion promedio de 62%.

Durante el lapso de mayor demanda de oxigeno (6-12 h), la temperatura se increment6 hasta llegar
a 42°C cerca de la hora 9 (Fig. 20B), por lo que se procedi6 a enfriar el reactor para regresar a la
temperatura blanco y se logro controlar la temperatura a 30+£3°C. A partir de la hora 32 de cultivo

la temperatura se mantuvo constante a 30°C. Es importante resaltar que, a pesar de que la
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temperatura se mantuvo por dos horas y media sobre los 30°C, la bacteria siguié creciendo y
esporul6 después de un tiempo de cultivo similar al de otras fermentaciones, lo que sugiere que la
cepa tolera temperaturas mayores a 30°C y que su temperatura optima de crecimiento pudiera ser

mas alta.

Es importante destacar que en la cinética en matraz se obtuvo una mayor densidad celular que en
las fermentaciones en biorreactor con STI de 30 g-L ™!y 150 g-L"! sin la adicion de oxigeno. Este
resultado fue inesperado pues un biorreactor tiene un sistema de agitacion y por tanto mejor
disponibilidad de nutrientes y de oxigeno del que puede ser obtenido en un matraz en agitacion
orbital. Por lo que se requieren mas experimentos para dilucidar porque la concentracion celular

maxima fue mayor en matraz.

Como se menciond anteriormente, en la fermentacién en medio Farreral 50 manteniendo los
niveles de oxigeno disuelto como minimo al 40% de la capacidad de saturacion, la concentracion
de células totales (2.43x10'° UFC.mL") y de esporas (2.87x10° UFC-mL"") fueron la mas altas de
todos los experimentos. Sin embargo, no se alcanzé la concentracion de esporas obtenida por
Farrera et al. (1998) de 1.55x10'° UFC.mL!, este fenomeno pudiera deberse a una acumulacion
de sefiales contradictorias en la poblacion bacteriana, por ejemplo unas que indican que se inicie la
diferenciacion celular (esporulacion) y otras que indican que debe continuar la fase vegetativa

(Lopez-Y-Lopez y De La Torre 2005).
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Figura 20. Evolucion de diferentes parametros medidos por el Biorreactor durante la cinética en

medio Farrera 150 con suplementacion de oxigeno: oxigeno disuelto (A), temperatura (B) y

velocidad de agitacion (C).

6.4. Vida de Anaquel del Biofungicida en Presentacion Liquida

Se estudiaron los efectos de cuatro formulaciones sobre la vida de anaquel del producto formulado
a partir de un cultivo en matraz de la cepa AcX cultivada en medio Farreral 50 por 48h. Este cultivo

tuvo una concentracion de 5.88x10® UFC-mL™"' y 3.98x10% esporas-mL!. Se probaron cuatro
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formulaciones ajustadas a 2% de glicerol, 2% de povidona, 2% de glicerol + 2% de povidona, 2%
de acido acético y 2% de glicerol+2% de povidona + 2% de acido acético. Las formulaciones se
almacenaron a diferentes temperaturas (4, 20, 25 y 30°C) y se cuantificaron las cuentas totales de
células y de esporas a los dias 7, 14, 21, 28 y 40. Como se observa en la Fig. 21 en todos los casos
hubo crecimiento bacteriano y después la cuenta total disminuyd, lo cual en algunos tratamientos
se reflejo en un incremento en la concentracion de esporas al final del ensayo de hasta 1.96 veces

la cuenta inicial (Fig. 22C).
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Figura 4. Grafico con la evolucion de las poblaciones totales en las diferentes formulaciones a
cuatros distintas temperaturas. Testigo: Medio sin formular; PG: povidona + glicerol; G: glicerol;
P: povidona; PGAA: Povidona + Glicerol + Acido acético; AA: acido acético. Los tratamientos
por temperatura se muestran en colores: (m)30°C, (1)25°C, (+)20°C y (m)4°C.
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Figura 5. Grafico con la evolucion de la cuenta de esporas en los diferentes tratamientos a cuatros
distintas temperaturas. Testigo: Medio sin formular; PG: povidona + glicerol; G: glicerol; P:
povidona; PGAA: Povidona + Glicerol + Acido acético; AA: acido acético. Los tratamientos por
temperatura se muestran en colores: (m)30°C, ()25°C, (1)20°C y (m)4°C.

En el tratamiento testigo (sin ninglin aditivo) al dia 7 la CT aument6 3.5 veces con respecto a la
inicial a 30°C y a 20 y 4°C el aumento fue de 2.4 veces, mientras que a 25°C hubo una disminucion.
Sin embargo, al dia 14 hubo un incremento de 2.4 veces la CT con respecto a la CT inicial a 25°C.
Posteriormente, en todos los casos hubo una tendencia a la baja en la CT y fue el tratamiento a
20°C el que termind con la mayor CT (7.50x10® UFC-mL™') (Figura 21 A). Cuando en la
formulacion se utilizaron Povidona y Glicerol (Figura 21 B) el aumento en la poblacién se observé
hasta el dia 14 y los incrementos fueron de 3.7, 2.5 y 4.5 veces a las temperaturas de 4, 20 y 25°C.
Después la poblacion descendi6 para llegar al final a concentraciones similares a las iniciales, pero

a 30°C fue menor. Meena et al. (2015), al igual que nosotros, encontraron que la CT de bacilos
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aumentaba inicialmente y después comenzaba a disminuir en la formulaciéon con glicerol y
povidona almacenada a temperatura ambiente; si nuestras formulaciones siguen la misma
tendencia, se esperaria que en las formulaciones con glicerol y povidona a 25°C disminuyera la CT
por debajo de la inicial después de los 60 dias. El comportamiento de la formulacion con glicerol
(Figura 21 C) sigui6 la misma tendencia, pero al final la CT fue mayor que la inicial, excepto a
30°C donde las CT inicial y final fueron similares (Fig. 22 C). En el caso de las formulaciones con
P, PGAA y AA (Figuras 21 D; E y F) la poblacion se incremento al dia 14 y luego descendid; para
estas tres formulaciones a 30°C la CT final fue menor a la inicial. En la formulacién con acido
acético a 25°C la CT final fue menor que la inicial, pero a 4 y 20°C fue similar. Por ultimo, para
todas las temperaturas de almacenamiento para la formulacion con povidonatglicerol+acido

acético la poblacion final fue menor que la inicial.

En el caso de las esporas, la CE en el testigo y el tratamiento con glicerol, siguieron la misma
tendencia que la CT, pero la cuenta al final fue mucho mayor 30 y 4°C en el testigo (Fig. 22 A) y
a 25°C en la formulacion con glicerol (Fig. 22 C). La tendencia de la CE en las demaés
formulaciones fue diferente a la de la CT y no se observa un patrén (Fig. 21 y 22). En las
formulaciones en las que se incluyé acido acético (pH 2.6) la CE estuvo en el rango de 10° a 10*
esporas-mL!, porque el tratamiento térmico afecto la viabilidad, por lo que al tiempo final se subid
el pH a 7 antes este tratamiento (Figura 22 E y F). Se observa que a 30°C la CE final disminuye en
las formulaciones PG, P, PGAA y AA mientras que en el testigo aumenta y con Glicerol se
mantiene igual que la inicial, lo que sugiere que la Povidona y el 4cido acético tienen un efecto

negativo.

Finalmente, el almacenamiento a 4°C es adecuado para todas las formulaciones, ya que se mantuvo
la CE después de 40 dias de almacenamiento. Sin embargo, el poder almacenar un producto con
microorganismos vivos en formulaciones liquidas a temperatura ambiente resultaria en un ahorro
significativo en el almacenaje del producto, ya que no se requeririan los gastos de inversion y
operacion de un cuarto frio. Por esta razon la formulacion seleccionada fue la que tiene una
concentracion final de glicerol de 2% glicerol y la temperatura de almacenamiento 25°C, porque

la concentracion de esporas al cabo de 40 dias fue el doble de la inicial.
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Durante los ensayos de vida de anaquel, se observd en los tubos de las formulaciones G, PGy T la
formacion de biopeliculas a 25 y 30°C (Fig.23). La formacion de biopeliculas esta ligada a la
colonizacién de la rizosfera en muchas especies bacterianas (Bogino ef al. 2013). Incluso se ha
comprobado que la capacidad de formar biopeliculas es imprescindible para que B. velezensis
FZB42 colonice raices de tomate (Al-Ali ef al. 2018). La capacidad de la cepa Bacillus sp. AcX de
formar biopeliculas y ademas el que probablemente sea termotolerante, seria una ventaja para su
uso como agente de biocontrol en los cultivos de la Costa de Hermosillo, debido a las temperaturas

ambientales medias cercanas a 35°C y maximas de hasta 47°C.

a

Figura 23. Biopelicula formada por Bacillus sp. AcX durante el almacenamiento de las
formulaciones liquidas con glicerol y povidona+glicerol (izquierda a derecha) a 30°C.
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6.5. Ingenieria Conceptual de la Planta de Produccion de un Biofungicida a base de Bacillus sp.

6.5.1. Base de calculo para la capacidad de produccion de la planta

e Produccion anual de Bacillus sp. AcX como biofungicida para 2500 Ha, que representan 2%
de participacion en el mercado, con base a las hectareas de mayor riesgo de que se presente
el fitopatdgeno F. oxysporum en la Costa de Hermosillo (Fierros Leyva et al. 2019).

e Dosis: 2 L-Ha! a una concentracion de 4x10® UFC-mL"!, dos aplicaciones por ciclo para
control de hongos fitopatdégenos (Enero-Abril). Mas otras dos aplicaciones por ciclo de otros
productos a la misma concentracion y dosis.

e Demanda anual para la Costa de Hermosillo: 2.28x10!” UFC-afio™.

e Capacidad de la planta productora de Bacillus sp. AcX: 8.40 x10'> UFC-afio™.

e Factor de servicio de la planta 330 dias al afio. 165 dias para la produccion de Bacillus sp. y
165 dias para la produccion de otros productos.

e Eficiencia global del proceso para todos los productos: 95%

6.5.2. Dimensionamiento del biorreactor

Se dimensiono el biorreactor para cubrir el 2% de la demanda de anual de 2.28%x10!'7 UFC-afio™!,
que corresponde a: 8.40 x10'° UFC-afio™!. Se utilizé el rendimiento obtenido en la cinética en
Farreral50 con oxigeno (1.04x10° esporas-mL™!). Se considerd una presentacion de producto con
4x108esporas-mL!. El volumen nominal calculado del reactor de produccion fue 180 L y se
redonde6 a 200 L.

6.6. Sintesis del Proceso

El proceso se sintetizo con base a los resultados experimentales obtenidos en esta tesis, tanto en el
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biorreactor, como en los experimentos de vida de anaquel e informacion de la literatura. En la
Figura 24 se presentan dos diferentes configuraciones de proceso: Fig. 24A formulacion liquida

con 4x108 esporas-mL! y Fig. 24B formulacién como polvo humectable con 4x10® esporas-g™'.
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Figura 24. Diagramas para dos diferentes configuraciones de proceso. A. Proceso para producto

liquido, volumen de reactor para in6culo de 20 L y 200 L para el reactor principal. B. Proceso para
producto en presentacion de polvo humectable.

6.6.1. Etapa Rio Arriba
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Comunmente se utilizan indculos de entre el 0.1% y el 10% del volumen del reactor de produccion
(Meyer et al. 2017), en los experimentos se utilizé un 5% del volumen del reactor como indculo.
Siguiendo ese criterio, el volumen de indculo para el reactor seria de 10 L con aproximadamente
1x10% UFC-mL! (valor alcanzado en la cinética en medio Farreral 50 suplementado con oxigeno a
las 8 h de cultivo), el pre-inéculo para el reactor de 10L seria de 0.5 L con 1x10° UFC-mL! (valor
alcanzado en cultivo en matraz después de 6 horas de cultivo). El pre-indculo se prepara en
matraces de 2L con 200 mL de medio FarreraSM, el cual se inocula con un disco con 1x10% esporas
y se incuba a 30°C durante 6 horas. El contenido del matraz se vacia en un garrafon de vidrio de
20L con 10L de medio Farreral50, adaptado con un sistema de agitacion e inyeccion de aire
enriquecido con oxigeno El inoculo 2 se cultiva a durante 8 horas y se bombea en su totalidad al

reactor.

El régimen de esterilizaciéon comienza con el biorreactor limpio al que se anaden el agua y las
materias primas. Se cierra el reactor y se inyecta vapor a la chaqueta manteniendo la valvula de
escape del reactor abierta durante 10 minutos para eliminar el aire y una velocidad de agitacion
minima. Pasados 10 minutos la valvula se cierra, se eleva la presion manométrica a 1 bar y se
mantiene durante treinta minutos, para esterilizar el medio e hidrolizar la harina de soya. Terminada
la fase de sostenimiento de la presion el reactor se enfria a través de la chaqueta y al bajar la presion
se inyecta aire estéril, a través de la linea correspondiente, hasta alcanzar la temperatura de

operacion.

6.6.2. Etapa de Fermentacion

La fermentacion se lleva a cabo en un régimen por lote con el medio de Farrera (Farrera e al. 1998)
a una concentracion inicial de solitos totales de 150 g-L! durante 33 h. Las condiciones de
operacion son: temperatura constante de 30°C, 1 VVM de aire enriquecido con oxigeno y la
agitacion se regula seglin sea necesario para mantener los niveles de oxigeno disuelto al 30% del

nivel de saturacion, como minimo. El pH inicial del medio es de 7.4 y cuando desciende a 7 se
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controla en este valor, también el nivel de espuma se controla automaticamente mediante la adicion

de antiespumante.

6.6.3. Etapa Rio Abajo

Se consideran dos presentaciones del producto: producto liquido y polvo humectable. Cuando el
producto es liquido, el medio gastado se transfiere al tanque de mezclado donde se formula a 2%
de glicerol, debido a que en nuestros experimentos fue la formulaciéon que mejor conservo el
producto durante 40 dias. Posteriormente se vierte en barriles de 50 L desinfectados y se almacena
a una temperatura entre 20 y 25°C. Para su distribucion se diluye a la concentracion especificada

de esporas en el producto y se envasa.

A diferencia el producto liquido, la formulacion en polvo humectable requiere tres operaciones
unitarias subsecuentes a la fermentacion: floculacién-sedimentacion, secado y mezclado. Para la
separacion de solidos se descarto el uso de centrifuga debido a los elevados costos asociados a la
compra del equipo, como lo presenta Rowe y Margaritis (2005) la centrifuga de discos fue uno de
los equipos que mas contribuy6 a la inversion de capital. Se optd por floculacidon para concentrar
la biomasa previamente al secado, para lo cual el medio gastado se transfiere a un tanque de
mezclado donde se acidifica al 2% con acido acético. Villafana-Rojas et al. (1996) recomiendan
pH 4 para la sedimentacion de Bacillus thuringiensis, pero para la cepa de Bacillus sp. AcX un pH

2.6 fue mas efectivo.

Para calcular el tiempo de sedimentacién, se tomo en cuenta la velocidad promedio de
sedimentacion (3.7 cm-min™') presentada por Lamenha Luna ef al. (2005). En el proceso, el
producto de la fermentacion se deja sedimentar por 25 min, después se descarta el sobrenadante y
el sedimento se ajusta a pH 7. Previo al secado, el sedimento se preformula a una concentracion
final de 10% de almidon gelatinizado y 10% de sacarosa (termoprotectores) y al 0.2% de
polisorbato 20 (dispersante) (Teera-arunsiri et al. 2003). El pre-formulado se bombea al secador

por aspersion, donde se seca bajo las siguientes condiciones: temperatura del aire de entrada 145°C,
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temperatura de salida 70°C. El producto seco se almacena a temperatura ambiente y antes de
envasarlo se formula con tierra de diatomeas para ajustar la concentracion de esporas a la

especificada en el producto.

6.7. Analisis Economico

6.7.1. Inversion

De acuerdo a la guia establecida por Petrides ef al. (2015), lo primero que se debe de establecer es
el costo de compra de equipo de produccion (PC). En el cuadro 6 se detallan los equipos que se
consideraron para calcular el PC, para las dos configuraciones de proceso seleccionadas y una
produccion anual 8.40 x10'3 UFC-afio™!. En el Cuadro 7 se muestran los equipos principales para
el laboratorio de investigacion y desarrollo y control calidad, asi como la suma de materiales, que

incluyen cristaleria, consumibles y herramientas basicas para un laboratorio de microbiologia.

Cuando se utiliz6 el tabulador sugerido por Petrides et al. (2015), los costos de algunas categorias
eran excesivas para una planta de las dimensiones planteadas, aun utilizando el multiplicador
minimo, por lo que se decididé modificar los multiplicadores de algunas categorias para adecuarlos.
También se observo que algunas categorias no aplicaban, por lo que se procedi6 a eliminarlas del
tabulador. El costo de instalacion toma en cuenta el transporte del equipo, tuberias, valvulas,
soporte estructural y mano de obra para la instalacion, ademas de gastos indirectos, contingencia y

capital para instalaciones secundarias (vapor, gases, etc.) (Ulrich 1984).

Los capitales fijos calculados con el nuevo tabulador fueron de: $ 2,713,669.23 y $ 4,200,859.23
(pesos mexicanos) para las plantas de produccion para el producto liquido y el polvo humectable,
respectivamente (Cuadro 8). La diferencia de casi un milléon y medio de pesos es debida
principalmente al costo del secador por aspersion, que se cotizo a $1,155,347.88 como se muestra

en el Cuadro 9.
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Cuadro 7. Estimacion de capital fijo de la planta de produccion

Estimacion de Costos de Capital Fijo Planta Formulacion
Multiplicador
Tipo de Gasto . i Polvo Humectable
Promedio Liquida

Total de Costos Directos de Planta (TPDC)

Costo de Compra de Equipo (PC) $1.988,347.73 $3.209,252.56
Instalacion 0.1 xPC § 187,21487 $ 302,749.66
Edificio $ 253,291.07 $§ 253,291.07
Permisos de Construccion $ 1730522 § 17.305.22
Albaiiileria $ 106,121.60 $ 106,121.60
Instalacion Eléctrica $ 81.796.44 $ §1.796.44
Instalacion Hidrosanitaria $ 48.067.81 $ 48.067.81
Total de Costos Indirectos de Planta (TPIC)

Ingenieria 0.01 xTPDC § 26.82145 $ 40.185.84
Mantenimiento y Reparaciones 0.03 xTPDC § 8046434 $ 120.557.53
Total de Costo de Planta (TPC) TPDC + TPIC $2.536.139.46 $3.926.036.67
Contingencia (CA) 0.07 xTPC § 177.529.76 $ 274.822.57
Capital Fijo Directo (DFC) TPC+HC+CA  $2713.669.23 $4.200.859.23

Estimacion de capital fijo para las dos configuraciones de proceso: planta para la produccion de un biofungicida en
presentaciones liquida o polvo humectable. Capacidad de produccion: 16.8 x10'> UFC-afio™! (8.40x10'> UFC-afio’! del
biofungicida y 8.40x10'3 UFC-afio! de otro producto a base de microrganismos.

Cuadro 8. Equipos principales de produccion

Equipo Marca Modelo Costo Unitario
Garrafon Adaptado $ 100,000.00
Generador de Vapor Vapor Rey VRI6TT $ 9.900.00
Reactor 200 L Applikon 11039543B § 1,829,205.76
Bascula Torrey L-PCR $ 2,250.00
Tanque de Retencion INOXIMEXICO 200 $ 11,215.00
Enfriador SS Brewtech 1/3HP $ 21.827.97
Tanque de Oxigeno Oxiplus M122 $ 12,999.00
Compresor de Aire Hoteche HPCAACI14 §$ 950.00
Secador GEA NIRO A/S § 1,155,347.88
Mezclador de Polvos iPharmachine CH-20 § 65,556.95

Desglose de los equipos principales para las plantas de produccién en presentaciones liquida y polvo humectable. El
secador por aspersion es exclusivo para la planta de produccion en presentacion de polvo humectable.
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6.7.2. Costos de Operacion

Los costos de operacion se muestran en el Cuadro 11, todos los datos fueron calculados en pesos
mexicanos, tomando en cuenta que la planta produce productos todo el afio. La seccion de
mantenimiento se calcul6 con el multiplicador de Petrides et al. (2015) correspondiente. Los demas
apartados del cuadro se calcularon mediante cotizaciones o consultando la informacion oficial de

tarifas actuales (agosto 2020) para industria en Hermosillo, Sonora.

Habiendo cotizado con multiples proveedores los precios de las materias primas y estableciendo la
capacidad de la planta, se calculd un costo anual de materias primas de $88,703.60 para la
fabricacion del producto en presentacion liquida y $90,983.38 para el polvo humectable. A
diferencia del proceso descrito por Rowe y Margaritis (2004) las materias primas no son el costo
mds importante en el rubro de gastos de operacion, en los procesos disefiados en esta tesis
representan s6lo cerca del 6%, mientras que en el proceso de Rowe y Margaritis ascienden al 17.3%
del total de los costos operacionales. Los costos de formulacion para el producto de Rowe y
Margaritis equivalen al 52% de los costos de materias primas y los insumos para la fermentacién
representan el 48%; mientras que en nuestro proceso el 97% de los costos corresponden a los

insumos para la fermentacion.

Los servicios se calcularon con las tarifas al mes de Agosto de 2020 dadas por la CFE y Agua de
Hermosillo para industria. Se calcul6 la demanda eléctrica de los equipos por hora de uso al afio,
ademas de cuatro aires acondicionados y la luminaria (3865.71 kW-h") resultando en $62,609.31
para el producto liquido y $47,767.05 (2425.51 kW-h!) para el polvo humectable. La diferencia se
debe principalmente a que, en el caso del producto en polvo, no es necesaria una bodega con aire
acondicionado para mantener la temperatura a 25°C requerida para conservar el producto liquido.
El consumo de agua se calcul6 a partir de la estimacion del uso de agua de proceso, servicios
sanitarios y para la esterilizacion del reactor, fue de 360 m® de agua anuales resultando en

$11,458.80 para ambos procesos.
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Cuadro 10. Costos de operacion en pesos mexicanos.

Formulacion
Liquida Polvo Humectable
Materias primas y Suministros $ 188,121.02 § 251,446.01
Materias primas $ 88,703.64 $ 90,983.38
Mantenimiento $ 99.417.39 § 160,462.63
Mano de obray supervision  § 736,083.33 § 736,083.33
Servicios $ 74,068.11 $ 59,225.85
Electricidad $ 62,609.31 $ 47.767.05
Agua $ 1145880 $ 11,458.80
Depreciacion $ 144,55995 §$ 223,784.09
Total $ 1.405,021.54 $ 1,581,211.14

Comparativo de los costos operacionales del proceso de produccion para un producto en presentacion liquida y en
polvo humectable para una capacidad de produccion: 16.8 x10'> UFC-afio”! (8.40x10"> UFC-afio”! del biofungicida y
8.40x10'3 UFC-afio”! de otro producto a base de microrganismos.

Se investigaron los rangos de sueldos en bolsas de trabajo en internet para operadores de
magquiladoras y trabajadores de planta, supervision y gerencia. Estos fueron en pesos mexicanos:
a) Operador de $6,500 a $10,000), b) Supervisor de $7,500 a $25, 000, ¢) Gerencia de 12,000 a
45,000. Se tomaron en cuenta tres turnos para operadores, dos para supervision y uno para gerencia,
resultando en $736,083.33 de mano de obra y supervision, siendo este el rubro con mas peso sobre

los costos de operacion.

6.7.3. Retorno de la Inversion

Se espera que una planta para la produccion de productos biolodgicos para el campo produzca todo
tipo de formulaciones para satisfacer las distintas necesidades del mercado a los volimenes que
este requiere. Para los calculos de retorno de inversion se decidio que la base de calculo para los
costos anuales y para la expansion de la planta fueran los costos de produccion del biofungicida a
base de Bacillus sp. cepa AcX considerando la produccion durante 330 dias al afio, ya que se estima
que estos costos seran muy similares para la produccion de otros agentes de biocontrol de origen

microbiano.
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El costo de manufactura es uno de los factores mas importantes a considerar para fijar el precio de
venta del producto, e incluye: materias primas, servicios y otros gastos indirectos. Entonces, el
costo de manufactura por litro producto fue de $211.28 y de $244.83 por Kg de producto para el
polvo humectable (pesos mexicanos). Los precios de productos similares en el mercado oscilan
entre los $100 y los $800 por litro de producto en formulacion liquida y entre $250 a $1350 por Kg
de producto formulado como polvo humectable. Se realizé una comparacioén de dos proyecciones
a 15 afios con dos distintos precios de venta, $400 y $500 por unidad de venta de producto (L o Kg
segun la presentacion), en cada proyeccion se considero el mismo precio de venta para el producto
formulado en liquido y para el polvo humectable. En ambas proyecciones se planted reinvertir
($1,500,000.00) en tres distintos afios para aumentar la produccion y para la diversificacion de

productos; asi como reinvertir en la planta el 10% de las utilidades después de la ultima reinversion.

En el estudio de Rowe y Margaritis (2004), cuando se producen 1x107 BIU-Afio™! el costo por BIU
es de 0.9 dolares canadienses y el costo por BIU se reduce a 0.35 ddlares cuando se incrementa la
produccién a 6x107 BIU-Afo™!. Tomando estos valores como referencia y asumiendo la misma
reduccion de costos al incrementar la produccion seis veces, con cada reinversion se calculd por
medio de interpolacion lineal el costo operacional cuando se incrementa la produccion 2, 3 y 4

VECES.

En la Fig. 25 se presenta la evolucion de la utilidad anual para la planta de produccion, comparando
las formulaciones liquidas y en polvo humectable a los dos precios de venta ($400 y $500 por
unidad de venta de producto). Se consideraron cuando fue posible tres reinversiones de $
1,500,000, la primera al afio siguiente del punto de equilibrio y las siguientes cada dos afios en dos
ocasiones. El punto de equilibrio es de 3 y 5 afios para los productos liquido y en polvo humectable
respectivamente, cuando el precio de venta es de $500 por unidad de venta (Fig. 25A). Puede
observarse un retraso importante en el punto de equilibrio del producto formulado como polvo
humectable con respecto al producto en presentacion liquida. Cuando el precio de venta es de $400
por unidad, el punto de equilibrio es a los 10 afios para el polvo humectable, lo que sélo permite
dos reinversiones a los 12 y 14 afios después de iniciar labores en la planta, para incrementar la
produccion (Fig.25B). En el caso del producto liquido con un precio de venta de $400 por unidad

de venta, el punto de equilibrio se alcanza al quinto afio y se tiene una utilidad negativa después de
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la primera reinversion al afio 6, pero después de ésta el crecimiento de las utilidades es progresivo.

Después del afio seis a un precio de venta de $500, anualmente se tiene de utilidad mas del 100%
de la inversion inicial en el caso del producto liquido y después del afio 10 para el producto solido
(Figura 25A). Si bien es cierto que los productos en polvo tienen ventaja sobre los productos
liquidos en cuanto a la vida de anaquel (Gotor-Vila ef al. 2017), las formulaciones liquidas tienen
ventajas en campo (Mahanty et al. 2016; Ramyabharthi ef al. 2016) y ademds segun nuestro

estudio, el punto de equilibrio se alcanza antes debido a que los gastos operacionales son menores.
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Figura 25. Comparativo de proyeccion de utilidades a 15 afios para las plantas de produccion para
los productos en presentacion liquida o como polvo humectable y dos precios de venta. A) $500
por Litro o Kg de producto B) 400 por Litro o Kg de producto.

81



7. CONCLUSIONES

La cepa de Bacillus sp. AcX es eficaz para el control de F. oxysporum in vitro, lo que la
convierte en un buen candidato para producir un agente para el control bioldgico de hongos

fitopatdgenos.

La eficiencia de esporulacion de la cepa AcX es superior al 60% tanto en el medio FarreraSM como
en el Farreral50, cuando no hay limitacion por oxigeno durante la fermentacién. Debido al
incremento en la demanda de oxigeno después de las 33 horas de proceso en el medio Farreral50,

es indispensable suministrar oxigeno para satisfacer esta demanda.

La inversion inicial para una planta para producir el biofungicida como polvo humectable es casi
el doble que la requerida para una planta para producirlo en formulacion liquida. El punto de
equilibrio para la planta para la produccion de la formulacion liquida es de sélo tres afios cuando
el precio de venta es de $500 pesos y de 5 afos cuando es de $400, lo que da un margen para

modificar el precio de venta entre estos precios dependiendo del mercado.
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8. RECOMENDACIONES

. La supervivencia y el crecimiento de la cepa AcX a temperaturas de 42°C sugiere que su
temperatura optima de crecimiento es superior a 30°C, por lo que seria apropiado investigar cual

es la temperatura Optima de la cepa.

. Los resultados in vitro indican que la cepa AcX tiene potencial como biofungicida, pero es
necesario realizar pruebas en campo para determinar su efecto bajo condiciones reales. Asi

como determinar en campo la efectividad del medio gastado comparada con la de las esporas.

. Se recomienda investigar si la cepa produce metabolitos para el control de hongos fitopatdogenos,

en su caso investigar el perfil de estos metabolitos.

. Los factores utilizados en la guia para la estimacion de costos de capital fijo no son ideales para
una planta de las dimensiones y caracteristicas de la planta propuesta en este estudio, por lo que
sera necesaria la reconsideracion y adecuacion de los factores para un anélisis econdmico mas

acercado a la realidad.
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