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RESUMEN.

El presente trabajo de tesis evalla la efectividad de Bacillus subtilis como agente de
control bioldgico y analiza cdmo las condiciones de cultivo influyen en su crecimiento y
capacidad antagonista frente a hongos fitopatdogenos de importancia agricola. Se
estudiaron los efectos de la temperatura de incubacion (30 °C y 40 °C) y la velocidad de
agitacion (150 rpm y 220 rpm) en un medio de cultivo definido, utilizando un disefio
experimental 2x2 con puntos al centro. Las variables de respuesta incluyeron la
produccidn de biomasa atraves de la absorbancia, la velocidad especifica de crecimiento
analizado con un modelo exponencial integrado y la capacidad de inhibicién frente a los
hongos Bauveria bassiana y Metarhizium anisopliae por medio de halos de inhibicion.
Los resultados demostraron que la combinacion de 30 °C y 220 rpm favorece la
produccidn de biomasa alcanzando hasta 4.21 g/L, al igual que la capacidad antagonista,
alcanzando un diametro promedio de 14.57 mm contra Bauveria bassiana. No se observo
inhibicion sobre Metarhizium anisopliae bajo ninguna condicion evaluada y se observd
que la variable temperatura afectara significativamente la producciéon de biomasa. El
analisis estadistico (ANOVA y modelos de superficie de respuesta) valido la significancia
de estos hallazgos, siendo la temperatura de 30 °C y la velodicad de agitacion de 220 rpm
los valores mas dptimos para la produccion de biomasa, halos de inhibicion y velocidad
de crecimiento. Los pardmetros identificados permiten maximizar tanto el crecimiento
como la actividad antifingica de la bacteria, ofreciendo una base cientifica para el
desarrollo de formulaciones biolégicas mas eficientes y sostenibles, con potencial para
reducir el uso de plaguicidas quimicos en la agricultura.



Palabras clave: halos de inhibicion, biomasa, antagonismo, hongos fitopatogenos,

optimizacion.



. INTRODUCCION.

En la agricultura moderna, las plagas y patdgenos como Fusarium spp. y Botrytis cinerea
generan pérdidas econdmicas de hasta el 40% en cultivos clave, agravadas por el uso
excesivo de agroquimicos que contaminan suelos y aguas (Compant et al., 2005). Frente
a esto, el control biolégico emerge como una solucion sostenible. EI control bioldgico se
ha posicionado como una alternativa sostenible frente al uso indiscriminado de
agroquimicos en la agricultura, ofreciendo soluciones eficaces para el manejo de

patdgenos sin generar impactos negativos en el ecosistema (Mendes et al., 2013).

Entre los agentes de biocontrol mas estudiados se encuentra Bacillus subtilis, una bacteria
Gram-positiva, aerobia facultativa, reconocida por su capacidad para producir
metabolitos antifingicos, competir por nichos ecoldgicos e inducir resistencia sistémica
en plantas (Ongena & Jacques, 2008) (Gonzélez-Leon et al., 2022a). No obstante, su
eficacia depende en gran medida de las condiciones de cultivo, factores como la
temperatura, agitacion, disponibilidad de nutrientes y el pH, son determinantes influyen
en su crecimiento y actividad antagonica (X.-H. Chen etal., 2008) (Stein, 2005). El
Bacillus subtilis sintetiza una variedad de metabolitos secundarios, lipopéptidos,
polipéptidos y bacteriocinas. con actividad antimicrobiana, Estos compuestos actlian
directamente sobre los patdgenos, inhibiendo su crecimiento o causando su muerte.
(Ongena & Jacques, 2008).

Hay evidencia en la literatura que el nivel de agitacion influye en el crecimiento,
produccién de enzimas, y la sintesis de metabolitos valiosos como la surfactina (Feist
etal., 2007a). Por otro lado, condiciones sin agitacion favorecen la esporulacion y
produccion de antibidticos, pero disminuye drasticamente la biomasa («A Sequence of

Changes», 2010). Por otro lado, la temperatura es un factor critico en el crecimiento y



metabolismo de Bacillus subtilis ya que determina la produccién de biomasa, enzimas
liticas y metabolitos como la acetona (Schallmey et al., 2004a). Tanto el nivel de
agitacion y la temperatura son parametros de fermentacion determinantes en el perfil
metabolico de B. subtilis, por lo que es importante realizar exploraciones para identificar
condiciones de cultivo adecuadas para las aplicaciones industriales y agricolas de este

microrganismo en cuestion (Xiao & Xu, 2007).

Por lo antes descrito, este estudio pretende evaluar el desempefio de B. subtilis como
agente de biocontrol bajo distintas condiciones de cultivo, analizando su cinética de
crecimiento y capacidad antagonista contra hongos fitopatégenos (Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae) mediante pruebas de inhibicion in vitro.



I1. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo General:

e Evaluar la efectividad de Bacillus subtilis como agente de control bioldgico bajo
distintas condiciones de cultivo y determinar su capacidad para inhibir el

crecimiento de hongos fitopatdgenos de importancia agricola.

2.2. Objetivos Especificos:

e Analizar la cinética de crecimiento de Bacillus Subtilis en el medio de cultivo
variando su velocidad de agitacién y temperatura de incubacién, para identificar
las condiciones que favorezcan su desarrollo.

o Identificar la capacidad antagonista de Bacillus Subtilis frente a Bauveria

bassiana y Metarhizium anisopliae de importancia agricola mediante a pruebas

de inhibicion del crecimiento fungico.



111. HIPOTESIS.

3.1. Hipdtesis nula (Ho)

Las condiciones de cultivo, como la velocidad de agitacion y la temperatura de
incubacion, no influyen significativamente en la cinética de crecimiento de
Bacillus subtilis ni en su capacidad antagonista contra hongos fitopatégenos de

importancia agricola.

3.2. Hipdtesis alternativa (H1)

Al menos uno de los factores de estudio ya sea la velocidad de agitacién o la
temperatura de incubacion, si influyen significativamente en la cinética de
crecimiento de Bacillus subtilis y en su capacidad antagonista contra hongos

fitopatdgenos de importancia agricola.



IV. REVISION LITERARIA.

4.1. Bacterias como controladores o agentes de control bioldgicos.

El control bioldgico es una estrategia sustentable que utiliza organismos vivos para
reducir o eliminar poblaciones de plagas o patdgenos que afectan a los cultivos. Entre
estos organismos, las bacterias han ganado relevancia por su capacidad para suprimir
enfermedades causadas por hongos y bacterias fitopatdgenas, asi como por su bajo
impacto ambiental en comparacion con los pesticidas quimicos (Beneduzi et al., 2012).
El uso de bacterias como controladores bioldgicos ha demostrado ser efectivo en cultivos
como tomate, papa y trigo. Sin embargo, su eficacia puede verse afectada por factores
ambientales, como la temperatura y la humedad, asi como por la interaccién con otros
microorganismos del suelo (Mendes et al., 2013). Sin embargo, las bacterias utilizadas en
el control bioldgico pertenecen principalmente a los géneros Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces y Serratia. Estas bacterias actian mediante mecanismos como la
produccién de antibioticos, enzimas liticas, sideréforos (moléculas que capturan hierro)
y la induccidn de resistencia sistémica en las plantas. Por ejemplo, Bacillus subtilis es
ampliamente estudiada por su capacidad para producir lipopéptidos antifngicos, como
la surfactina, que inhiben el crecimiento de hongos fitopatdgenos como Fusarium y
Botrytis (Ongena & Jacques, 2008).

4.2. Generalidades de Bacillus Subtilis.

Bacillus subtilis es una bacteria Grampositiva, aerdbica facultativa y formadora de
esporas, ampliamente distribuida en el suelo y otros ambientes naturales. Es conocida

por su versatilidad metabdlica y su capacidad para producir una amplia gama de



compuestos bioactivos, lo que la convierte en un organismo modelo en estudios de
microbiologia y biotecnologia. Bacillus subtilis es un organismo modelo en estudios de
genetica y biologia molecular debido a su genoma completamente secuenciado y su
facilidad de manipulacion genética. Ha proporcionado descubrimiento fundamentales
sobre procesos como la esporulacion, la formacion de biopeliculas y la regulacién génica
(Kunst et al., 1997).

La morfologia y estructura de Bacillus subtilis tiene forma de baston y mide
aproximadamente 4-10 um de longitud. Es capaz de formar endosporas, estructuras
resistentes que le permiten sobrevivir en condiciones ambientales adversas, como altas
temperaturas, desecacion y exposicioén a quimicos (Setlow, 2006). Por otra parte, se
puede mencionar e utilizar una variedad de fuentes de carbono y nitrogeno, lo que le

permite adaptarse a diferentes ambientes (Sonenshein et al., 2001).

4.3. Mecanismo de accion de Bacillus Subtilis como controlador Bioldgico.

4.3.1. Metabolitos antimicrobianos

Bacillus subtilis sintetiza una variedad de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana, que incluyen lipopéptidos, polipéptidos y bacteriocinas. Estos
compuestos actdan directamente sobre los patdgenos, inhibiendo su crecimiento o

causando su muerte (Ongena & Jacques, 2008).

Los lipopéptidos, ciclicos en el B. subtilis ejerce sus efectos benéficos en la agricultura a
través de multiples mecanismos. Por un lado, produce lipopéptidos antimicrobianos
como la surfactina, que actia como biosurfactante con propiedades antifingicas,
antibacterianas e incluso antiviral y antitumoral, al desestabilizar membranas celulares y
provocar lisis. De manera similar, sintetiza otros lipopéptidos como la iturina y fengicina,
que muestran actividad antifungica especifica contra patdégenos como Fusarium,

Aspergillus y Botrytis; la iturina forma poros en membranas fangicas, mientras que la



fengicina interfiere con la sintesis de la pared celular (Ongena & Jacques, 2008). Ademas,
B. subtilis forma biopeliculas que le permiten adherirse a superficies, protegerse de
condiciones adversas y colonizar eficientemente las raices de las plantas, lo que favorece
el crecimiento vegetal y la supresion de patdgenos (Branda et al., 2005). Estos procesos
se complementan con la produccion de diversos metabolitos secundarios antimicrobianos,
como antibidticos, sideréforos y compuestos volatiles, que amplian su capacidad para
controlar enfermedades en cultivos (Stein, 2005).

Los polipéptidos en el B. subtilis produce una variedad de compuestos antimicrobianos,
entre los que destacan los polipéptidos y las bacteriocinas, que le confieren ventajas
competitivas en su entorno. Los polipéptidos, sintetizados por complejos enziméticos
incluyen moléculas como la bacilaena, la cual inhibe el crecimiento de bacterias Gram-
positivas al interferir en la biosintesis de é&cidos grasos (Butcher etal., 2007).
Adicionalmente, B. subtilis sintetiza la difficidina, un polipéptido con actividad
antibidtica de amplio espectro que actGa uniéndose a la subunidad 50S del ribosoma,

bloqueando asi la sintesis proteica en bacterias competidoras (Miyazaki & Mori, 2017).

4.3.2. Aplicaciones practicas en agricultura.

Bacillus subtilis compite con los patdégenos por recursos esenciales, como el hierro,
mediante la produccion de sideroforos. Estos compuestos quelantes tienen una alta
afinidad por el hierro, limitando su disponibilidad para los microorganismos patégenos y
suprimiendo su crecimiento (Mendes etal.,, 2013). Ademas, B. subtilis coloniza
rapidamente las raices de las plantas, ocupando los mismos nichos ecoldgicos que los
patogenos. Esta colonizacion competitiva previene la adhesion y establecimiento de

patdgenos en la superficie de las raices (Mendes et al., 2013).

El B. subtilis activa los mecanismos de defensa de las plantas a través de la induccion de
resistencia sistémica (ISR). Este proceso implica la produccion de compuestos
sefializadores, como acido salicilico, jasmonato y etileno, que activan genes de defensa

en la planta. Como resultado, la planta se vuelve mas resistente a infecciones posteriores



por patdgenos (Mendes et al., 2013). Por ejemplo, en estudios con tomate, la aplicacion
de Bacillus subtilis indujo la produccion de enzimas defensivas como la quitinasa y la
glucanasa, que degradan las paredes celulares de los hongos (Cawoy et al., 2011).

La capacidad de Bacillus subtilis para formar biopeliculas en las raices de las plantas es
crucial para su eficacia como controlador bioldgico. Las biopeliculas son comunidades
microbianas encapsuladas en una matriz extracelular que protege a las bacterias de
condiciones ambientales adversas, como la desecacion y la presencia de antibioticos
(Ongena & Jacques, 2008). La funcion de las biopeliculas, protegen a Bacillus subtilis
de la competencia microbiana, facilitan la liberacion continua de metabolitos
antimicrobianos en la rizosfera y mejora la colonizacion de las raices, lo que aumenta la
eficacia del control bioldgico (Y. Chen etal., 2013). El B. subtilis es un importante
productor de enzimas liticas como proteasas (subtilisina), amilasas, lipasas y lisozimas,
las cuales son secretadas al medio extracelular mediante sistemas de transporte
especificos y tienen aplicaciones industriales en detergentes, alimentos y farmacéutica
(Harwood & Wipat, 1996) (van Dijl & Hecker, 2013).

Bacillus subtilis se ha utilizado con éxito en el control de diversas enfermedades
vegetales, como la pudricién de la raiz: Causada por Fusarium oxysporum, el mildiu:
Causado por Phytophthora infestans, y mancha foliar causada por Alternaria solani.
Ademas, su aplicacién como biofungicida ha demostrado ser efectiva en cultivos como
tomate, papa, trigo y arroz, reduciendo la dependencia de pesticidas quimicos y

promoviendo practicas agricolas sostenibles (Cawoy et al., 2011).

Sumado a lo anterior, Bacillus subtilis es una bacteria clave en la agricultura por su doble
funcion como biofertilizante y agente de control biologico. Promueve el crecimiento
vegetal mediante la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos y produccién de
fitohormonas, mientras combate patégenos con metabolitos antimicrobianos (surfactina,
iturina) e induce resistencia sistémica en plantas (figura 1). Su capacidad para colonizar
raices mediante quimiotaxis, formacion de biopeliculas y movilidad en enjambre

("swarming") asegura una accién eficiente. Su rendimiento mejora en consorcios
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microbianos (ej. con Glomus y Bradyrhizobium), aumentando cosechas hasta un 45%.
Para maximizar su impacto, se recomiendan formulaciones adaptadas que combinen
células y metabolitos, posicionandolo como una solucion sostenible para reducir
agroguimicos y mejorar la productividad agricola, se muestran algunos casos de la
relacién del efecto de Bacillus subtilis como agente antagdnico de hongos fitopatdgenos
en la Tabla 1 (Gonzalez-Ledn et al., 2022a).

___| Mecanismos Mecanismos
directos indirectos
Control
Biologico de las
Fijacién enfermedades
Biologica del +
Nitrégeno Produccién de

Antimicrobianos
/ Produccion de

Sideréforos

Solubilizacion
de los Fosfatos

¢ ‘ Induccion de la
Produccién de e & ——| Resistencia
Fitohormonas Sistémica

Bacillus subtilis

- /

Figura 1: Es la representacion esquematica de los beneficios que aporta Bacillus subtilis

a las plantas (Gonzélez-Leon et al., 2022a).

Tabla 1: Relacion del efecto de bacillus subtilis como agente antagdénico de hongos

fitopatdgenos. (Gonzalez-Ledn et al., 2022a).

Cepa-Bacillus. Fitopatdgeno. Hallazgos.
B. subtilis YBC vy Fusarium solani En las hojas de maracuya se presento un
151B1 efecto preventivo y curativo.
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B.
subtilis MF497446

B. subtilis RH5

B. subtilis 10-4, 2D

B. subtilis RSS-1

B.
subtilis WXCDD105

B. subtilis

Cephalosporium maydis

Rhizoctonia solani

Phytophthora
infestans y Fusarium

oxysporum

Phytophthora sojae

Botrytis
cinerea y Cladosporium

fulvum

Aspergillus parasiticus

La inoculacion de la bacteria en las
pruebas de invernadero con plantas de
maiz disminuyé la incidencia de la
enfermedad. En el campo se observo el
mismo efecto, que fue potenciado con
la co-inoculacion de la cepa
de Pseudomonas

koreensis MG209738.

Presentd un fuerte efecto antagénico
sobre el fitopatdgeno y en pruebas de
invernadero con plantas de arroz,
promovié el desarrollo vegetal y
estimuld los mecanismos de defensa.
Inhibi6 el desarrollo de los
fitopatdgenos en papas postcosecha. En
combinacion con el acido salicilico,
aport6 una vida atil prolongada y un
aspecto fresco del tubérculo.

Inhibié el crecimiento micelial del
fitopatdgeno y estimuld la respuesta de
defensa en las plantas de soja,
promoviendo la lignificacion y la
produccién de la fitoalexinas.

Redujo el dafio causado por los
fitopatdgenos en las plantas de tomate.
También estimuld la germinacion de la
semillay el desarrollo de las plantulas.
En condiciones in vitro y en granos de
pistacho hubo un efecto antifingico y la
reduccion en la produccion de las

aflatoxinas.
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B. subtilis 160 Sporisorium reilianum  Inhibié el desarrollo de la levadura in
vitro. En el campo se redujo el
porcentaje de la incidencia de la
enfermedad y se incrementd la
productividad del maiz.

B. subtilis 160 Stenocarpella La cepa fue aislada de la rizosfera del

maydis y Stenocarpella maiz y presentd6 una capacidad
macrospora antagénica sobre los fitopatdgenos en

estudio.

4.4. Parametros de cultivo que afectan que determinan la accién de Bacillus subtilis

como controlador Bioldgico.

La eficacia de Bacillus subtilis como controlador bioldgico depende en gran medida de
las condiciones de cultivo y los pardmetros ambientales. Factores como el pH, la
temperatura, la disponibilidad de nutrientes, la oxigenacion y la humedad influyen en su
crecimiento, esporulacion y produccion de metabolitos antimicrobianos. Optimizar estos
parametros es crucial para maximizar su potencial como agente de biocontrol (Ongena &
Jacques, 2008) .

4.4.1. Parametros de cultivo que afectan a Bacillus subtilis.

4.4.1.1. Temperatura.

Para el crecimiento del Bacillus subtilis la temperatura es crucial debido a que el Bacillus
subtilis presenta un rango éptimo de crecimiento entre 30 y 37 °C, donde a 37 °C alcanza
su méxima produccion de biomasa (OD~600nm = 4.5 en 12 h) y enzimas liticas como
proteasas y amilasas (Schallmey et al., 2004a). Sin embargo, a temperaturas superiores
a 45 °C se activa la respuesta al estrés téermico, reduciéndose la biomasa en un 30% y

afectando negativamente la produccion de metabolitos secundarios como la surfactina,
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cuya sintesis disminuye un 50% (Zupke et al., 1995). Por otro lado, la produccién de
acetoina un metabolito clave en la industria alimentaria se ve favorecida a 37 °C,
demostrando que la temperatura es un factor critico que modula tanto el crecimiento como
el perfil metabdlico de este microorganismo (Xiao & Xu, 2007). Esto revela que es
necesario el estudio de las temperaturas para ver el comportamiento que este influye a los

metabolitos secundarios a diferentes temperaturas.

4.4.1.2. Oxigenacion

El B. subtilis es un aerobio facultativo estricto, por lo que la disponibilidad de oxigeno
(controlada por la agitacion del medio) afecta directamente su crecimiento y metabolismo
(Sonenshein et al., 2001). Estudios demuestran que a alta agitacion (150-250 rpm):
Favorece la biomasa y la produccion de enzimas liticas (proteasas, amilasas) debido a una
mayor transferencia de oxigeno (Feist etal., 2007a). Sin embargo, puede inhibir la
sintesis de metabolitos secundarios como surfactina, que requiere condiciones de estrées
oxidativo moderado (Zupke et al., 1995). Por el contrario sin agitacion se promueve la
esporulacion y reduce drésticamente la biomasa, pero puede inducir la sintesis de
antibidticos («A Sequence of Changes», 2010). La aplicacion en campo en lo que es
suelos compactados o con baja aireacion, la actividad de B. subtilis puede verse limitada.
Por lo tanto, es recomendable mejorar la estructura del suelo para garantizar una

oxigenacion adecuada (Compant et al., 2005).
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V. METODOS Y MATERIALES.

5.1 Lugar de la investigacion

La investigacion se realizo en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Tecnologicas y
laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional de Agricultura, municipio de
Catacamas, Olancho, Honduras, Barrio el Espino, carretera que conduce hacia Dulce

Nombre de Culmi.

5.2. Materiales y Equipo.

Tabla 2, Materiales, instrumentos de laboratorio, equipos y reactivos utilizados.

Materiales. Equipos. Reactivos.

Placas Petri Incubadora  termostatica  biobase Caldo nutritivo
modelo BJPX-200B.

Papel filtro Termdmetro. Agar nutritivo

Tubos de ensayo  Microscopio. Agar TSA

Erlenmeyer Espectrofotometro Lavibon XD7500. Solucion salina 0.85%

Puntas esteriles Centrifuga. Alcohol etilico 70%

Bolsas rojas para Autoclave All American. Hipoclorito de sodio

autoclave.

Hisopos estériles  Balanza analitica OHAUS Explorer.  Cloro

Papel aluminio Placas calefactoras Biobase. Cepas de Bacillus subtilis




Mas King tape Horno de secado. Hongos Bauveria

bassiana y Metarhizium

anisopliae
Papel toalla Pie de rey Truper. Nitrato de potasio
Marcador Micropipetas Azlcar
Algodones Ph metro HANNA. Fosfato diaposatico
Guantes Refrigeradora LG. Sulfato de manganeso
Mascarillas Cloruro de potasio

Cloruro de calcio

Sulfato de magnesio
heptahidratado

El sulfato de hierro (1)
Molibdato de sodio

Papa para PDA

5.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.3.1. Microorganismos y preparacion de la cepa.

Se utilizé la cepa Bacillus subtilis, la cual se mantuvo a —20 °C en un congelador LG,
almacenada en viales de 1.5 mL con glicerol al 85% como agente crioprotector. Para la
preparacion del cultivo, se empled un matraz de 250 mL con 90 mL de medio de cultivo
definido, al cual se le afiadié 1 mL del contenido de el vial que contenia B. subtilis puro.
Posteriormente, el matraz se incubo en la incubadora con agitacion a 30 °C y 220 rpm

durante 16 horas, tiempo en el que la bacteria increment6 su biomasa.

Luego, se tomaron 45 mL del cultivo y se transfirieron a tubos de ensayo de 50 mL,
agregando 1 mL de NaCl al 0.1%. Las muestras se centrifugaron a 7000 rpm por 15
minutos, se resuspendieron en 20 mL de agua destilada previamente esterilizada y se
centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones, con el propdésito de concentrar

las células bacterianas. Finalmente, se tomaron 700 pL del concentrado y se colocaron en
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viales de 1.5 mL, a los que se afiadieron 300 uL de glicerol antes de llevarlos nuevamente

a refrigeracion.

5.3.2. Medio de cultivo.

Se utilizé un medio definido segun (Schaeffer et al., 1965) en el cual se sustituy6 algunos

componentes y cambio algunas concentraciones que se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones y componentes del medio de cultivo.

Produccion por L.

Pesar en GR
Agua destilada 1(L)
Az(car (Sacarosa) 5
Nitrado de potasio (NKO3) 3
fosfato de potasio (K2HPO4) 1
Cloruro de potasio (KCI) 0.5
Cloruro de Calcio (CaCl2) 0.3

Sulfato de Magnesio (MgSO4. 7H20) 0.5
sulfato ferroso heptahidratado (FeSO. 0.1
7H20)

5.3.3. Preparacion del medio de cultivo.

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizaron las concentraciones mostradas en
la Tabla 3 y se hicieron 3 soluciones con las mezclas de algunos reactivos por separados.
Para la solucion 1 por cada 1000 mL de Agua destilada, se le agregaron 5.88 gr de azucar,
3.53 gr de nitrato de potasio (KNOs) y 1.17 gr de fosfato de potasio (KH 2 PO 4). La
solucion 2 por cada 500 mL de agua destilada se le agregaron tnicamente 3.75 gr de

Cloruro de Calcio (CaCl2). Y la solucién 3 por cada 500 mL de agua destilada se le
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agregaron 25 gr de cloruro de potasio (KCL), 25 gr de sulfato de magnesio (MgSO4.
7H20) y 5 gr de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO. 7H20).

5.3.4. Preparacion para el fermento.

Para la preparacion del medio de cultivo a fermentar se hizo un matraz de 250 mL inicial
que contenia 100 mL del medio el cual se le agregaron 95 mL de la solucion 1, 4 mL de
la segunda solucién y 1 mL de la tercera solucion. Para los demés matraces de 250 mL se
le agrego 85 mL de la de la primera solucion, 4 mL de la segunda solucion y 1 mL de la
tercera solucion. Estos matraces de 250 mL se esterilizaron en una autoclave a una
temperatura de 120 °C y 15 psi durante 15 minutos. Después de la esterilizacion, se

dejaban enfriar y se comenz6 con los diferentes tratamientos.

5.3.5. Preparacion del Inoculo.

Para la preparacion del inoculo se utilizd, el medio definido mostrado en la tabla 3,
utilizando un matraz inicial de 250 mL con 100 mL de medio definido previamente
esterilizado, se tom6 un vial que contenia la cepa del bacillus subtilis, y con la ayuda de
una micropipeta con punta estéril, se tom6 1 mL de la cepa de bacillus subtilis de manera
liquida, directamente del vial y bajo mechero se agregd al matraz que contenia el medio

de cultivo definido.

5.3.6. Condiciones de operacion.

El trabajo experimental fue desarrollado en 2 etapas, la primera etapa se enfocd en
caracterizar la cinética de crecimiento bajo 2 niveles de temperatura y 2 niveles de
velocidades de agitacion. En el caso de la segunda etapa se enfoc6 a la produccion de
biomasa y la tercera etapa consistié identificar la capacidad antagonica a traves de los

halos de inhibicion. Todos los cultivos fueron desarrollados con un pH inicial de 7, con
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sus temperaturas y velocidades de agitacién segin cada tratamiento a los cuales por

cultivo se les realizo un duplicado.

5.3.7. Muestreo.

Se tomaron muestras de 10 ml de cada uno de los matraces cada 6 horas descartando
matraces durante 90 horas para realizar mediciones de biomasa y para realizar técnica de

antagonismo para determinar los halos de inhibicion.

5.4 Disefio estadistico.

5.4.1. Los factores de estudio que se aplicaron en la siguiente investigacion son:

Temperatura.

Se considera un elemento crucial en el desarrollo y metabolismo de Bacillus subtilis, dado
que controla la generacion de biomasa, enzimas liticas y metabolitos (Schallmey et al.,
2004a).

Velocidades de Agitacion.

Se tomo6 como una principal variable de estudio ya que existen pruebas en la literatura
que el grado de agitacidn en una agitacion afecta el crecimiento, la generacién de enzimas
y la produccién de metabolitos Gtiles como la surfactina (Feist et al., 2007a). En cambio,
condiciones sin agitacion promueven la esporulacién y la generacion de antibioticos, pero

reducen significativamente la biomasa («A Sequence of Changes», 2010).

Se aplico un disefio cribiado de 2 por 2 con 3 puntos al centro, en donde se evaluaron
todas las posibles combinaciones de los 2 niveles de temperatura (30 °C y 40 °C) y 2
velocidades de agitacion (150 rpm y 220 rpm) como se muestra en la Tabla 5, en 7

corridas experimentales tal como muestra en la Tabla 4, para obtener como variables
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respuesta la biomasa por absorbancia, el antagonismo por halos de inhibicién y la
velocidad especifica de crecimiento mediante un modelo exponencial integrado mostrado
en la Tabla 6. Posteriormente, se evaluaron los resultados experimentales mediante un
analisis de varianza ANOVA, utilizando el software estadistico Statgraphics. Ademas, se
realizé un analisis de superficie respuesta, un andlisis de diagrama de Pareto y un analisis

de optimizacion de respuesta.

Tabla 4. Matriz estadistica experimental.

Tratamientos. Temperatura Velocidad de Biomasa Halos de Velocidad de
(°C). Agitacion (rpm).  (g/L). inhibicion (mm).  crecimiento ().
A 30°C 220 rpm.
B 40°C 150 rpm.
C 30°C 150 rpm.
D 40°C 220 rpm.
E 35°C 185 rpm.
F 35°C 185 rpm.
G 35°C 185 rpm.

Tabla 5, Factores experimentales.

Factores Bajo Alto Unidades Continuo
Temperatura. 30 40 °C Si
Velocidad de 150 220 RPM Si
agitacion.

Tabla 6, Factores respuestas.

Respuestas. Unidades.
Biomasa. g/L

Halos de Inhibicion. mm
Velocidad de crecimiento. 7
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5.5. Variables de respuesta.

5.5.1. Biomasa.

Por medio de estudios se ha demostrado que, ante las diferentes temperaturas y
velocidades de agitacion, la produccién de biomasa del bacillus subtilis puede variar. Por
lo tanto, se determinaron por medicion de densidad dptica con un Espectrofotometro
Lavibon XD7500 a 600 nm (ODsoo). Esta técnica se basé en el principio de que las células
en suspension dispersan la luz, y esta dispersion es proporcional a la concentracion celular
dentro de un rango lineal determinado. Las muestras fueron previamente homogeneizadas
y diluidas para asegurar la linealidad de la lectura. Se realiz6 una curva estandar utilizando
diferentes concentraciones conocidas de células para correlacionar absorbancia y

concentracion de biomasa por medio del peso seco (Sezonov et al., 2007).

5.5.2. Halos de inhibicion.

Se demostro que las temperatura y velocidad de agitacion pueden afectar la produccion
de metabolitos antimicrobianos por lo tanto su capacidad antagénica y esto se identifica
mediante el diametro de los halos de inhibicion. Para determinar los halos de inhibicion
se utiliz6 una técnica de ensayo de difusion en agar modificados con discos impregnados
adaptado a hongos filamentosos. El cual se adapta a el método “Kirby-Bauer” en este
método estandar se evalud el antagonismo del Bacillus subtilis ante los hongos patdgenos
con interés agricola (Bauveria bassiana y Metarhizium anisopliae). Para la inoculacion
se prepard un cultivo de hongos en caldo PDA hasta alcanzar una turbidez equivalente al
estandar 0.5 de McFarland (~1.5 x 10® UFC/mL). Luego se sembro uniformemente en
agar nutritivo, luego se colocaron discos con el bacillus subtilis en el agar y se presiond
ligeramente con pinzas anteriormente esterilizadas para asegurar el contacto, luego se
dejo incubar a 35 + 2°C durante 16-18 horas, al concluir su tiempo de incubacién,
utilizando el pie de rey se medi6 el diametro de los halos de inhibicion y comparo la
diferencia de ellos segun cada tratamiento (Bauer et al., 1966).
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5.6. CALCULO DE PARAMETROS CINETICOS.

Velocidad Especifica de Crecimiento (p).

El método que se utilizé para analizar la velocidad especifica de crecimiento del Bacillus
subtilis a diferentes ambientes de crecimiento se necesita como variable respuesta se
calcularon tomando en cuenta que lo siguiente. La velocidad especifica de crecimiento
(n) se representa mediante la ecuacion del modelo exponencial (Ec 1) donde X es
la concentracion de biomasa y p es la velocidad especifica de crecimiento. Al analizar el
cambio en la concentracion de biomasa a lo largo del tiempo, se pudo estimar la rapidez
con la que el microorganismo se reproduce y crece en un medio de cultivo. Utilizando el
modelo exponencial integrado (Ec 2), para calcular la velocidad especifica de crecimiento
(1) de un cultivo bacteriano mediante regresion lineal, primero se mide la densidad optica
del cultivo en diferentes momentos durante la fase exponencial, luego se transforma cada
valor a su logaritmo natural (In X) y se grafica In X en funcion del tiempo. Si el
crecimiento es verdaderamente exponencial, los puntos formaran una recta cuya

pendiente corresponde a pu (Fernandez-Martinez et al., 2024).

dx_

— = Ecuacién 1.
ac

In(x) = ut + In(x) Ecuacion 2.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Produccién de Biomasa.

En la figura 2, se puede observar las concentraciones de biomasa del Bacillus subtilis
para los diferentes tratamientos evaluados de la tabla 4, donde el tratamiento con una
temperatura de 30°C y una velocidad de agitacion 220 rpm, se presentd una mayor
produccién de biomasa con 4.21 ¢g/L, a las 66 horas. Por lo contrario que con una
temperatura de 40°C y una velocidad de agitacién 220 rpm, que presentd la menor
produccién de biomasa con 1.03 g/L, a las 60 horas. Esto evidencia la influencia
significativa en los cambios de temperatura en la produccion de biomasa. Por otra parte,
en el tratamiento con una temperatura de 30°C y una velocidad de agitacion 150 rpm
presentd la menor produccion de biomasa con 4.12 g/L, a las 66 horas, fue similar al
tratamiento con una temperatura de 30°C y una velocidad de agitacion 220 rpm. Por otra
parte, en el tratamiento con una temperatura de 40°C y una velocidad de agitacién 150
rpm present6 una produccién de biomasa de 3.32 g/L, a las 48 horas, como se observa en
la figura 2. Por lo tanto se produjo mas biomasa a bajas temperaturas refutando los
estudios de (Schallmey et al., 2004b) sobre un rango 6ptimo de 30-37 °C, y que la
agitacion no mostro un efecto tan marcado, en contraste con (Feist et al., 2007b) quienes
indican que altas velocidades de agitacion favorecen la produccion de biomasa y que las
temperaturas 6ptimas de produccion de biomasa del Bacillus subtilis estan dentro de un
rango de 30 a 37 °C.
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Figura 2. Resultados de produccion de biomasa por Absorbancia medido con
espectrofotdmetro por cada 6 horas del bacillus subtilies en sus diferentes tratamientos.

6.2. Halos de Inhibicion.

En la figura 3, podemos observar de manera grafica, los promedios en mm, de halos de
inhibicién del Bacillus subtilis ante los diferentes tratamientos. Se mostré capacidad
inhibitoria Unicamente contra Beauveria bassiana, mientras que no presento efecto sobre
Metarhizium anisopliae, esto devido a que el hongo tiene la capacidad de poducir
metabolitos como VOCs (compuestos organicos volatiles) con actividad antimicrobiana
(Hummadi et al., 2022). El tratamiento mas efectivo fue T1 (30 °C, 220 rpm), con un halo
promedio de 14.54 mm con una desviacion de 0.39 mm siendo significativamente
superior al resto de tratamientos segun los estudios de (Hmidet et al., 2017) especifican
que a una temperatura de 30 °C hay una mayor produccién de metabolitos antifingicos,
que a temperaturas superiores disminuye su produccion. En comparaciéon con T1, los
halos disminuyeron en T2 (40 °C, 150 rpm) a 11.98 mm con una desviacion de 1.73 mm,
en T4 (40 °C, 220 rpm) a 11.25 mm con una desviacion de 1.06 mm, y en T3 (30 °C, 150
rpm) a 10.75 mm con una desviacion de 2.12 mm, siendo este Gltimo el menos efectivo.
El andlisis de varianza con prueba de Tukey (p > 0.05) mostré diferencias significativas
unicamente en T1, indicando que las condiciones de menor temperatura y mayor agitacion

favorecen la actividad inhibitoria de B. subtilis. Estos resultados difieren parcialmente de
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lo reportado por (Gonzélez-Leon et al., 2022b), quienes documentan distintos niveles de

inhibicion para esta especie.

0.00
= T1(30°C ; 220 rpm) = T2 (40°C ; 150 rpm) = T3 (30°C ; 150 rpm) m T4 (40°C ; 220 rpm)

Figura 3. Halos de inhibicion en mm del Bacillus subtilis en sus diferentes tratamientos.

6.3. Parametros Cinéticos.

6.3.1. Analisis de Biomasa (g/L).

En la tabla 7, podemos observar el analisis de varianza y se encontré que el factor de
temperatura presenta una diferencia significativa, es decir que es una variable influyente
para la produccion de biomasa y que su efecto si es significativo para la produccion de
biomasa del B. subtilis. Asi mismo, la interaccion de los factores AB (Temperatura y
velocidad de agitacién) y la variable de velocidad de agitacion presenta diferencia
estadistica con un R-cuadrado de 76.898% de determinacion, por lo que se ratifica en el
diagrama de Pareto en la figura 4 (A), que la produccion de biomasa si se ve beneficiada
por la temperatura mas que por velocidad de agitacién y la interaccion de ambos factores

de estudio.
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Tabla 7, Anélisis de varianza en la produccion de biomasa.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A: Temperatura 8.26211 1 8.26211 18.96  0.0018

Velocidad de 2.19451 1 219451 5.04 0.0515

Agitacion

AB 2.58781 1 258781 5.94 0.0376

bloques 0.0106426 1 0.0106426 0.02 0.8793

Error total 3.92206 9 0.435785

Total (corr.) 16.9771 13

R-cuadrada = 76.898%

Fuente: Statgrafhis Centorum

El grafico 3D de la Figura 4 (B), evidencia el aumento de la biomasa conforme a la baja
temperatura, confirmando que dicho factor contribuye a la produccion de biomasa. El
modelo visualiza como la biomasa aumenta al combinar la temperatura de 30 °C, con la

velocidad de agitacion de 220 rpm.

(A) (B)

Diagrama de Pareto Estandarizada para Biomasa Superficie de Respuesta Estimada

A:Temperatura

Biomasa

B:Velocidad de Agitacion

. . . . . . 2 3 4 0
0 1 2 3 4 5 38 40 150  velocidad de Agitacion

Efecto estandarizado Temperatura

Figura 4. Diagrama de Pareto y Superficie de respuesta sobre la produccion de biomasa.

Fuente: Statgrafhis Centorum.
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En la tabla 8, se puede observar la combinacion éptima para la produccion de biomasa,
para el Bacillus subtilis. Dado que se tiene factores o combinacion de estos que, sus
efectos provocan diferencias estadisticas significativas. Se procedio a buscar en el
programa Statgrafhis Centorum la combinacion de los factores que al optimizarlo
presentan la mayor produccion de biomasa y se encontré6 que esta combinacion
corresponde al uso de una temperatura de 30 °C y una velocidad de agitacion de 220 rpm.
alcanzando un valor éptimo de 4.35 g/L de biomasa.

Tabla 8. Condiciones 6ptimas para la produccion de biomasa del bacillus subtilis.

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura 30.0 40.0 30.0
Velocidad de Agitacion  150.0 220.0 220.0

Fuente: Statgrafhis Centorum. Biomasa = Coeficiente — Temperatura + Velocidad de

agitacion — (Temperatura * Velocidad de agitacion).

6.3.2. Andlisis de Halos de inhibicion.

En la tabla 9, podemos observar el andlisis de varianza y se encontr6 que la combinacion
de temperatura y velocidad de agitacion presenta una diferencia significativa, es decir que
el efecto de su combinacion si es significativo para aumentar el antagonismo en los halos
de inhibicion del B. subtilis. Asi mismo, el factor de Temperatura y el factor de velocidad
de agitacion no presentan diferencia estadistica con un R-cuadrado de 62.3762% de
determinacion, por lo que se ratifica en el diagrama de Pareto en la figura 5 (A), que la

inhibicion si se ve beneficiada por la combinacién de ambos factores (AB).

Tabla 9, Analisis de varianza para Halos de inhibicion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: Temperatura 2.1632 1 21632 1.88 0.2041
Velocidad de Agitacion 4.7432 1 4.7432 4.11 0.0732
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AB 10.3058 1 10.3058 8.93 0.0152

bloques 0.0 1 00 0.00 1.0000
Error total 10.382 9 1.15355
Total (corr.) 27.5942 13

R-cuadrada = 62.3762%
Fuente: Statgrafhis Centorum.

El grafico 3D de la Figura 5 (B), evidencia el aumento de los halos conforme a la baja
combinacion de variables, confirmando que dicha combinacion si contribuye a los halos
de inhibicién. ElI modelo visualiza como hay un aumento al combinar la temperatura de

30 °C, con la velocidad de agitacién de 220 rpm.

(A) (B)

Diagrama de Pareto Estandarizada para Halo Superficie de Respuesta Estimada

. . . . . . . Halo
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16.4
172
== 180
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Efecto estandarizado

Figura 5. Importancia de los factores experimentales sobre los halos de inhibicion.

Fuente: Statgrafhis Centorum.

En la tabla 10, se puede observar la combinacion 6ptima para la produccion de halos de
inhibicion, para el Bacillus subtilis. Dado que se tiene factores o combinacion de estos
que sus efectos provocan diferencias estadisticas significativas. Se procedio a buscar en
el programa Statgrafhis Centorum la combinacion de los factores, que al optimizarlo
presentan un mayor halo de inhibicion y se encontré que esta combinacion corresponde
al uso de una temperatura de 30 °C y una velocidad de agitacion de 220 rpm. alcanzando

un valor 6ptimo de Halos de 15.15 mm.

28



Tabla 10. Condiciones éptimas para los halos de inhibicion del bacillus subtilis.

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura 30.0 40.0 30.0
Velocidad de Agitacion  150.0 220.0 220.0

Fuente: Statgrafhis Centorum. Halos de inhibicién = Coeficiente — Temperatura +

Velocidad de agitacion — (Temperatura * Velocidad de agitacion).

6.3.3. Velocidad Especifica de Crecimiento.

En latabla 11, podemos observar el andlisis de varianza y se encontré que la combinacion
de temperatura y velocidad de agitacion presenta una diferencia significativa, es decir que
el efecto de su combinacion si es significativo para aumentar la velocidad de crecimiento
del B. subtilis. Asi mismo, el factor de Temperatura y el factor de velocidad de agitacién
no presentan presenta diferencia estadistica con un R-cuadrado de 79.2759% de
determinacion, por lo que se ratifica en el diagrama de Pareto en la figura 6 (A), que la

velocidad de crecimiento si se ve beneficiada por la combinacion de ambos factores (AB).

Tabla 11, Analisis de varianza para Velocidad de crecimiento.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A: Temperatura 0.000015125 1 0.000015125 0.12 0.7422

Velocidad de 0.000015125 1 0.000015125 0.12 0.7422

Agitacion

AB 0.00427813 1 0.00427813 3255  0.0003

bloques 0.000216071 1 0.000216071 1.64 0.2318

Error total 0.00118277 9 0.000131419

Total (corr.) 0.00570721 13

R-cuadrada = 79.2759%

Fuente: Statgrafhis Centorum
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El grafico 3D de la Figura 6 (B). evidencia el aumento de la velocidad de crecimiento
conforme a la combinacion de variables, confirmando que dicha combinacion si
contribuye a la velocidad de crecimiento. EI modelo visualiza como hay un aumento al

combinar la temperatura de 30 °C, con la velocidad de agitacion de 220 rpm.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Velocidad de Crecimiento Superficie de Respuesta Estimada
Velocidad de Crecimiento
o+ 0.0
- /mm 0.018
AB = 0.036
o008 0.054
< 0072
‘£0.06 ™ 0.09
A:Temperatura 3 0.108
Og.04 0.126
3 0.144
2 I 0.162
<0.0: g (mm 0.18
’ o S
B:Velocidad de Agitacion 2 230
> 210
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 3 o - 17&%]00|dad de Agitacion
o 1 2 3 4 5 &6 38 40 150

Efecto estandarizado Temperatura

Figura 6. Diagrama de Pareto y Superficie respuesta sobre la velocidad de crecimiento.

Fuente: Statgrafhis Centorum.

En la tabla 12, se puede observar la combinacion Optima para la velocidad de
crecimiento, en el Bacillus subtilis. Dado que se tiene factores o combinacion de estos
que sus efectos provocan diferencias estadisticas significativas. Se procedio a buscar en
el programa Statgrafhis Centorum la combinacion de los factores que al optimizarlo
presentan la mayor velocidad de crecimiento y se encontré que esta combinacion
corresponde al uso de una temperatura de 30 °C y una velocidad de agitacion de 220 rpm.

alcanzando un valor éptimo de 0.059% de velocidad de crecimiento.

Tabla 12. Condiciones éptimas para la velocidad de crecimiento del bacillus subtilis.

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura 30.0 40.0 30.0
Velocidad de Agitacion  150.0 220.0 220.0
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Fuente: Statgrafhis Centorum. Velocidad de crecimiento = Coeficiente — Temperatura +
Velocidad de agitacion — (Temperatura * Velocidad de agitacion).
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VII. CONCLUSION.

Bajo las condiciones evaluadas se ha determinado que tanto la temperatura, como la
interaccion entre la Temperatura y la velocidad de agitacion son significativos en la
cinética de crecimiento. Siendo més determinante la temperatura para la produccion de
biomasa. Concretamente, una temperatura de 30 °C con una velocidad de agitacion 220
rpm favorece la maxima produccion de biomasa. Por el contrario, para la velocidad
especifica de crecimiento celular, Unicamente la interaccion de los factores temperatura

y velocidad de agitacion son significativo.

Se determina que la interaccion de los factores temperatura y velocidad de agitacion
tienen una significancia sobre los halos de inhibicion. Especificamente una temperatura
de 30 °C con una velocidad de agitacion de 220 rpm se alcanza la méaxima capacidad

antagoénica del bacillus subtilis.
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VIIl. RECOMENDACIONE.

Mantener una sola temperatura y velocidad de agitacion y variar las concentraciones de

azucar en el medio de cultivo.

Analizar la produccion de lipopeptidos que produce el bacillus subtilis atraves de pruebas

microbioldgicas.

Sustituir el medio definido por diferentes medios complejos para identificar que medio
es el que mas beneficia la produccion de biomasa y la capacidad antagonista del Bacillus

subtilis.

Investigar diferentes maneras en las cuales el bacillus subtilis puede aplicarse a los

cultivos agricolas e identificar cuales tiene una mejor adaptacion.

Hacer pruebas de halos de inhibicidon en hongos que afectan la madera.

Compara la capacidad antagonica del bacillus subtilis como controlador bioldgico ante

otros controladores bioldgicos en los mismos hongos.
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X. ANEXOS.

Anexo 1: Curva de Calibrado de Biomasa.

Reactivos

*NaClal 0,1 M
* Agua destilada

Equipos

* Centrifuga

* Secador de horno a 85°C

* Espectrofotometro

* Balanza analitica

» Camara de cultivo para incubacion

* Bafio de agua para ajuste de temperatura

Materiales

* Matraz Erlenmeyer de 250 mL

* Crisoles o capachos de aluminio

* Tubos de centrifugacion 45 mL de plastico
* Pipetas automaticas y puntas estériles

* Papel de aluminio

Procedimiento

2Q



- Realizar un cultivo de Bacillus subtilis en matraces Erlenmeyer de 250 mL

a 150 rpm y 30°C, asegurando obtener células en la etapa de crecimiento a las 24 horas.
- Tomar 15 mL del caldo de cultivo por duplicado, colocar las muestras en un bafio frio
y agregar 1 mL de NaCl al 0.1 M.

- Centrifugar las muestras a 7000 rpm durante 15 minutos.

- Resuspender la biomasa dos veces en 15 mL de agua destilada y centrifugar nuevamente
a 7000 rpm durante 15 minutos.

- Depositar el pellet de biomasa en capas de aluminio o crisoles previamente secados

a 85°C hasta peso constante dentro de 16 horas y pesado.

- Determine la concentracién celular por diferencia de peso del capacho o crisol antes

y después de secar la muestra a 85°C hasta peso constante, considerando el volumen

de 15 mL.

Medicion espectrofotométrica:

Tomar mL necesarios del caldo de cultivo del matraz y realizar diluciones con factores

de dilucion de entre 1.67 y 10, asegurandose de que la absorbancia esté entre 0.1y 0.9.

2. Medir la absorbancia de estas diluciones a 600 nm, utilizando agua destilada como

blanco.

Cuadro: Lectura de la ABS del espectrofotémetro

OD 600 Absorbanc | Absorbanc | promedio |DE
ia (600 | ia (600
nm) nm)
0.142 0.157 0.165 0.161 0.01
0.199 0.250 0.235 0.243 0.011
0.284 0.325 0.341 0.333 0.01




0.398 0.461 0.433 0.447 0.02
0.484 0.561 0.548 0.555 0.01
0.569 0.651 0.668 0.660 0.01
0.654 0.703 0.720 0.712 0.01
0.768 0.829 0.852 0.841 0.02
0.853 0.964 0.945 0.955 0.01

1.200

1.000 y=1.0862x+ 0.0197

R2=0.9976

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000

0.2 0.4 0.6 0.8 1

Analisis de datos:

 Graficar los valores de absorbancia obtenidos a 600 nm contra la biomasa

determinada por peso seco (en g L™").

» Utilizar la ecuacion de la recta obtenida de la grafica de calibracion para determinar

la biomasa en futuras muestras.

Ejemplo para Determinacion de Biomasa

Datos:

* Ecuacion de la recta de calibracion: y = 1.0862x + 0.0197
* Factor de Dilucion (FD): 10

» Absorbancia medida a 600 nm (y): 0.5 (este es un valor de ejemplo)
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Paso 1: Calcular la biomasa (x) usando la ecuacion de la recta

Primero, despejamos la ecuacion para encontrar la concentracion de biomasa Xx:
y = 1.0862x + 0.0197

x = (y - 0.0197) / 1.0862

Sustituyendo el valor de la absorbancia y = 0.5:

x =(0.5-0.0197) / 1.0862

x=0.4803/1.6513=0.2908 g L!

Paso 2: Ajustar la concentracion de biomasa al factor de dilucion (FD)
Debido a que la muestra fue diluida 10 veces (FD = 10), la concentracién real de biomasa
en

la muestra original se obtiene multiplicando por el FD:
Biomasa=0.2908 gL' x 10=2.9g L™
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Anexo 2. Siembra de hongos en medios PDA utilizando la escala de turbidez
equivalente al estandar 0.5 de McFarland.

Anexo 3. Medicion de Halos de inhibicion.
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Anexo 5. Ependor con Bacillus Subtilis esteriles.
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Anexo 6. Medicion del diametro del halo del tratamiento D

Anexo 7. Pesado de capacho vacio.
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Anexo 8. Halos de inhibicion de bauberia.

3

Anexo 9. Hongo Metarizum con discos impregnados de Bacillus subtilis.
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Anexo 10. Preparacion de placas petri con hongos.

Anexo 11. Extencion del matras Inicial a los secundarios.
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Anexo 12. Matrazes del tratamiento en la incubadora con agitacion.

Anexo 13. Placas petri con hongo Metarizum con discos impregnados de Bacillus
subtilis.
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Anexo 14. Placas petri con hongo Bauberia con discos impregnados de Bacillus subtilis
en observacion.

Anexo 15. Placas petri con hongo Metarizium con discos impregnados de Bacillus
subtilis en observacion.
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Anexo 17. Medicion de el diametro del halo de inhibicion.
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